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 RESUMO 
 
A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doença letal que afeta 1 em cada 3.500 
crianças do sexo masculino nascidas vivas. As espécies reativas de oxigênio (EROs) e a 
resposta inflamatória exacerbada desempenham um papel fundamental na patogênese da 
DMD. Evidências sugerem que a laserterapia de baixa intensidade reduz a produção de 
EROs, diminui o processo inflamatório e aumenta a produção de antioxidantes. Com essa 
perspectiva em mente, o presente estudo investigou os efeitos in vitro e in vivo da LTBI 
nas fibras musculares distróficas de camundongos mdx, modelo experimental da DMD. As 
culturas primárias de células musculares mdx foram irradiadas uma única vez com laser e 
analisadas após 24 e 48 horas. Enquanto, no estudo in vivo, o músculo quadríceps 
distrófico foi tratado com laser por três vezes por semana, durante duas semanas. Ambos 
os estudos consideraram o camundongo C57BL/10 como controle. O comprimento de onda 
utilizado foi de 830 nm e 5 J/cm² de fluência. A LTBI promoveu: (1) aumento na 
viabilidade e  proliferação celular distrófica, observadas através dos ensaios de Vermelho 
neutro, MTT e aumento no diâmetro das fibras musculares; (2) favoreceu a regeneração 
muscular, reduzindo  a área de fibras em degeneração, os níveis de MyoD e Atrogin 
1/MAFbx e aumentando os níveis de MyHC e VEGF; (3) aumento transitórios na 
concentração de cálcio intracelular; (4) redução do estresse oxidativo, diminuindo a 
produção de H2O2, do marcador de peroxidação lipídica (4-HNE), detecção de ânions 
superóxidos (DHE) e do sistema antioxidante (GSH, GR, GPx, SOD e Catalase); (5) 
redução da resposta inflamatória, área de inflamação, área de infiltrado de macrófagos, 
níveis de TNF-α e NF-kB. Estes resultados sugerem que a LTBI pode constituir uma 
potencial terapia alternativa para ser associada com outros tratamentos farmacológicos no 
tratamento da DMD. 
 
Palavras chaves: distrofia muscular, estresse oxidativo, inflamação, laser terapia e 
regeneração muscular. 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a lethal disease that affects 1 in every 3,500 male 
children born alive. Reactive oxygen species (ROS) and exacerbated inflammatory 
response play a key role in the pathogenesis of DMD. Evidence suggests that low level 
laser therapy (LLLT) reduces ROS production, decreases the inflammatory process and 
increase the production of antioxidants. With this perspective in mind, the present study 
investigated the in vitro and in vivo effects of LLLT in the dystrophic muscle fibers of mdx 
mice, an experimental model of DMD. Primary cultures of mdx muscle cells were 
irradiated once with laser and analyzed after 24 and 48 hours. While the in vivo study, the 
dystrophic quadriceps muscle was treated with laser for three times per week for two 
weeks. Both studies found the mouse C57BL/10 as a control. The wavelength used was 
830 nm and 5 J/cm² fluence. LLLT promoted: (1) increased cell viability and proliferation 
in dystrophic observed by Neutral red,  MTT assays and an increase in the diameter of 
muscle fibers; (2) favored the muscle regeneration, reducing the degeneration fibers area, 
the levels of MyoD and atrogin 1/MAFbx and increasing levels of MyHC and VEGF; (3) 
increase in temporary intracellular calcium concentration; (4) reduction of oxidative stress 
by decreasing the production of H2O2, the marker of lipid peroxidation (4-HNE), 
superoxide anions detection (DHE) and the antioxidant system (GSH, GR, GPx, SOD and 
Catalase); (5) decrease the inflammatory response, inflammatory area, macrophage 
infiltrate area, TNF-α and NF-kB levels. These results suggest that LLLT may constitute a 
potential alternative therapy to be associated with other pharmacological treatments for the 
treatment of DMD. 
 
Key words: dystrophy, laser therapy, muscle regeneration, inflammation and oxidative 
stress. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
As distrofias musculares compõem um conjunto de miopatias de caráter genético, 
hereditário, caracterizado por mudanças morfológicas e bioquímicas nos músculos que 
desencadeiam alterações degenerativas e progressivas (BUSHBY et al., 2010; 
SCHMALBRUCH, 1984). Destas, a distrofia muscular de Duchenne (DMD) apresenta-se 
como a mais comum, com incidência de 1 a cada 3.600 meninos nascidos vivos (BIGGAR et 
al., 2002). 
 
1.1 Distrofia Muscular de Duchenne 
 
1.1.1 Manifestações clínicas da DMD 
A DMD é uma doença genética recessiva ligada ao cromossomo X a qual acarreta 
mutação no gene DMD, que por conseguinte, desencadeia alteração na composição do 
citoesqueleto dos músculos esquelético e cardíaco desencadeando fraqueza muscular 
progressiva. Comumente diagnosticada por volta dos cinco anos, quando a capacidade física 
da criança diverge de forma acentuada das demais. As  alterações funcionais iniciam-se a 
partir dos três primeiros anos de vida com sinais clínicos mais sutis como a estagnação do 
desenvolvimento motor, perda de peso, marcha mais lenta, inabilidade de pular e aumento da 
lordose lombar (BIGGAR et al., 2006; BLAIN et al., 2012). Com o avançar da doença a 
fraqueza muscular se torna mais evidente progredindo de forma simétrica e bilateral, 
iniciando na cintura pélvica, seguindo pelo membros inferiores, tronco, membros superiores, 
pescoço e músculos que participam da mecânica respiratória (EMERY, 2002; BUSHBY et al., 
2010). 
A progressão da fraqueza muscular desencadeia o aparecimento de sinais clínicos 
como, escoliose, quedas frequentes, alterações no equilíbrio durante a marcha e dificuldade 
em correr e subir escadas (ENGEL et al., 1994). Um sinal clássico observado nos pacientes 
nessa fase é o sinal de Gowers ou levantar miopático, caracterizado pela necessidade da 
criança em “escalar” os próprios membros inferiores para conseguir levantar-se do chão, 
indicativo de fraqueza dos músculos proximais. Com o avançar da doença alguns músculos, 
como o tríceps sural, aumentam de volume pela substituição do tecido muscular e 
concomitante depósito excessivo de gordura e tecido fibroso. Esse sinal clínico é chamado de 
pseudo-hipertrofia da panturrilha (ENGEL et al., 1994; LAING et al., 2011). 
16 
 
Normalmente aos doze anos de vida, ocorre perda da deambulação independente e 
aproximadamente aos vinte e cinco anos o paciente apresenta falência cárdio-respiratória 
(ENGEL et al., 1994; LAING et al., 2011). Felizmente nos dias atuais a sobrevida desses 
pacientes está um pouco mais longa, apesar de raramente alcançarem a terceira década de vida 
(D’ANGELO; GANDOSSINI, 2012). 
 
1.1.2 Fisiopatologia da doença 
A anormalidade genética da DMD está presente no braço curto do cromossomo X, 
gene DMD (locus Xp21.1), cujo o produto normal é uma proteína denominada distrofina. 
Componente do citoesqueleto do músculo esquelético, a distrofina é uma proteína de 427 kDa 
que tem seu domínio carboxila terminal ligado à proteína transmembrana β-distroglicana, e 
seu domínio amina terminal ligado à F-actina citoplasmática. Com isso, ela se torna um 
importante componente do complexo distrofina-glicoproteínas (CDG), conectando o interior 
do citoesqueleto com a matriz extracelular, por isso proporciona organização e estabilidade às 
células musculares para resistirem às tensões de cisalhamento mecânico que ocorrem durante 
os ciclos de contração e relaxamento muscular (OHLENDIECK; CAMPBELL, 1991).  
 
 
Figura 1: Esquema demonstrando a relação que a distrofina exerce com o complexo proteico associado à 
superfície da membrana. A: Músculo normal. B: Músculo distrófico. Fonte: BURGOS, 2013. 
Diante da importância exercida pela distrofina, seja como parte da comunicação 
do meio intracelular com o extracelular ou como estabilizadora mecânica da fibra na 
organização do citoesqueleto muscular, sua ausencia desencadeia a consequente degeneração 
deste tecido e algumas hipóteses buscam explicar esse mecanismo. 
A ausência da distrofina provoca uma instabilidade mecânica no CDG por 
interromper a ligação do citoesqueleto com a matriz extracelular, gerando instabiliadade no 
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sarcolema durante a contração muscular (RANDO, 2001). No decorrer do movimento 
ocasionado pela contração do músculo, o sarcolema instável começa a apresentar áreas de 
descontinuidade, o que permite o influxo exacerbado de íons cálcio para o meio intracelular e 
consequente ativação de proteases endógenas e necrose da fibra muscular (BIGGAR et al., 
2006). 
Outro mecanismo envolvido na patogênese da DMD é o estresse oxidativo. O 
acúmulo intracelular de íons cálcio conduz a uma captação anormal deste pela mitocôndria, 
resultando em produção elevada de espécies reativas de oxigênio (EROs) (BROOKES et al., 
2004). A produção exacerbada de EROs nos músculos distróficos também pode estar 
relacionada com o complexo enzimático NADPH-oxidase, cuja função pode estar alterada 
pela ausência de distrofina ou proteínas do CDG (WHITEHEAD; YEUNG; ALLEN, 2006). 
Tradicionalmente, considera-se que os oxidantes exerçam seu efeito via ação 
tóxica direta sobre as células alvo. Contudo, estudos recentes têm sugerido sua contribuição 
na indução de genes, como por exemplo, na ativação do fator de transcrição nuclear NF-kB 
(POWERS; KAVAZIS; MCCLUNG, 2007). O fator NF-kB pode promover o aumento da 
expressão de moléculas inflamatórias como interleucina-1 beta (IL-1β), interleucina-6 (IL-6), 
fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), Ciclo-oxigenase-2 (COX-2), moléculas de adesão e 
matrix metaloproteinase-9, as quais podem causar direta ou indiretamente perda muscular 
(REID; LI, 2001; SENFTLEBEN; KARIN, 2002); aumentar a atividade do sistema 
ubiquitina-proteassoma, o qual promove a degradação de proteínas musculares e promove 
perda muscular (LLOVERA et al., 1997; REID; LI, 2001) e/ou interferir no processo de 
diferenciação do músculo esquelético, o qual é necessário para o reparo do tecido lesado 
(LANGEN et al., 2001). 
 
1.1.3 Modelo experimental da DMD 
Pesquisas científicas para melhor compreensão da fisiopatologia da DMD, bem 
como a busca de possíveis terapias afim de minimizar os danos ocasionados às fibras 
musculares distróficas se fazem necessárias para posterior aplicação clínica, dessa forma a 
utilização de modelos experimentais favorece a viabilidades do avanço nas pesquisas. O 
camundongo mdx (X chromosome-linked muscular dystrophy) é o modelo experimental mais 
utilizado e foi descrito inicialmente por Bulfield et al. (1984). 
Os camundongos mdx reproduzem a DMD pois o gene afetado é homólogo ao dos 
pacientes, logo, possuem ausência de distrofina e consequentemente todos os danos 
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musculares ocasionados pela alteração no citoesqueleto da fibra. Apesar de representarem um 
bom modelo experimental, pelo fácil manuseio e baixo custo, vale ressaltar algumas 
diferenças na manifestação da doença nestes animais e nos seres humanos: o fenótipo da 
doença não é tão intenso quanto no homem, de forma que a expectativa de vida também não é 
significativamente reduzida; maior capacidade regenerativa, além da produção de fibrose e 
deposição de gordura no músculo não serem tão intensas quanto no paciente (BULFIELD et 
al., 1984); tanto macho quanto fêmeas são afetados (TORRES; DUCHEN, 1987) e a 
degeneração/regeneração ocorre por ciclos que iniciam-se por volta de 20 dias após o 
nascimento, diferentemente do paciente a qual ocorre de forma progressiva (COULTON et 
al., 1998; BLAIN et al., 2012). 
Minatel, Santo Neto e Marques (2003) observaram que no sétimo dia de vida os 
camundongos apresentavam cerca de 0,62% de fibras musculares regeneradas, enquanto que 
no intervalo do 14º e 21º dias estas fibras representavam 2,2% e 5% respectivamente, 
caracterizando o período pré-necrótico. Por fim, no intervalo do 21º ao 28º é visualizada 
extensa área de necrose no músculo, bem como extenso infiltrado inflamatório (PORTER et 
al., 2003; SHAVLAKADZE et al., 2004). A determinação dessas fases é interessante, pois 
possibilita que a intervenção terapêutica seja iniciada em diferentes momentos, variando de 
acordo com o objetivo proposto. 
Experimentos com camundongos mdx, modelo experimental da DMD, 
demonstraram que a ativação de moléculas inflamatórias é a principal via de atuação do fator 
NF-kB no processo distrófico. Aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias reguladas 
pelo fator NF-kB, como o TNF-α e IL-1β, foi observado nos músculos de camundongos mdx 
antes do período necrótico (KUMAR; BORIEK, 2003). Colaborando com estudos prévios que 
demonstram que o NF-kB é ativado por EROs, camundongos mdx tratados com antioxidantes 
apresentaram redução na expressão de TNF-α e/ou do próprio NF-kB com concomitante 
diminuição da mionecrose (MACHADO et al., 2011; TONON et al., 2012; WHITEHEAD et 
al., 2008). 
 
1.2 Terapia farmacológica 
Apesar da cura da DMD ainda ser desconhecida, as pesquisas em busca de 
possíveis terapias farmacológicas vêm crescendo amplamente no campo científico, de modo 
que dentre elas pode-se destacar o Deflazacort (BIGGAR et al., 2006), Coenzima Q10 
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(SPURNEY, et al., 2011), Ibedenona (LOMAURO; D'ANGELO; ALIVERTI, 2015) e 
Losartan (CIAFALONI; MOXLEY, 2008). 
Atualmente o tratamento farmacológico mais utilizado na DMD são os 
glicocorticóides, como por exemplo a prednisolona. O uso dessa terapia tem como objetivo 
suprimir a inflamação crônica na tentativa de retardar a progressão da doença. Nessa 
conformidade, o mecanismo de ação acontece pela ligação dos glicocorticoides à receptores 
específicos que estimulam a transcrição de genes responsáveis por codificar proteínas anti-
inflamatórias, como a interleucina 10 (IL-10). Acredita-se também na possibilidade de uma 
interação inibidora direta entre os receptores glicocorticoides ativados e a produção de fatores 
pró-inflamatórios, tais como o NF-kB (BARNES, 1998; BALTGALVIS et al., 2009). 
Em metanálise realizada por Manzur e colaboradores (2008), após a triagem de 
estudos randomizados concluíram que por um determinado intervalo de tempo, 6 meses a 2 
anos, o uso de glicocorticoide promoveu aumento da força, bem como melhora da função 
muscular nos pacientes. E ainda, estudo recente em pacientes que já haviam perdido a 
deambulação independente, demonstrou que o uso do glicocorticoide a longo prazo trouxe 
benefícios para a função dos membros superiores (PANE et al., 2015). 
Apesar desta terapia trazer a melhor resposta para retardar os danos da DMD, vale 
ressaltar que seu uso contínuo pode desencadear reações adversas como ganho de peso, 
desenvolvimento de catarata e glaucoma, retardo no desenvolvimento ósseo e surgimento de 
osteoporosese, decorrente da perda de osso trabecular e alterações no metabolismo da glicose, 
com indução ou agravamento de quadro de diabetes (LO CASCIO et al., 1995). 
 
1.3 Laserterapia de Baixa Intensidade  
A laserterapia de baixa intensidade (LTBI) é baseada na aplicação de luz no tecido 
lesionado com o intuito de estimular uma resposta celular que promova redução da dor, ação 
anti-inflamatória, cicatrização tecidual e regeneração muscular (HUANG et al., 2009). 
A palavra Laser é o acrônimo de Light Amplification by the Stimulated Emission 
of Radiation (Luz amplificada por emissão estimulada de radiação) e trata-se de uma luz, 
produzida a partir de diodos, como o Arseneto de Gálio-Alumínio, a qual possui 
características especiais que a diferenciam da luz normal. As propriedades que caracterizam a 
luz laser são: coerência, monocromaticidade e colimação (AGNE, 2005). 
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A coerência está relacionada com a organização perfeita das ondas, pois estas 
oscilam uniformemente de modo que estão sempre paralelas, na mesma fase, mantendo então 
o mesmo comprimento de onda e orientação. Uma vez que as ondas são coordenadas, haverá 
a formação de um único tipo de onda, com o mesmo comprimento de onda, o que é capaz de 
produzir a luz de uma única cor, diferentemente do que acontece na natureza, conferindo 
então, a propriedade monocromática do laser. Por fim, como os feixes de onda do laser são 
paralelos a luz não se espalha com a distância, possibilitando o foco em um ponto 
determinado, sem divergência ou perda da intensidade, essa propriedade é chamada de 
colimação (Fig. 2) (AGNE, 2005). 
 
Figura 2: Disposição das ondas que compõem a luz normal e o laser. 
A composição e coordenação das ondas conferem as propriedades 
especiais do laser. 
 
 
Assim como toda terapia, o laser possui parâmetros específicos a serem 
considerados e ajustados de acordo com o objetivo do tratamento, levando em conta também 
o tipo de tecido a ser estimulado. O comprimento de onda determinada a profundidade de 
penetração da luz no tecido, de forma que comprimentos de ondas mais altos apresentam 
maior penetração e menor dispersão, por isso usado preferencialmente para tecidos mais 
profundos (LAAKSO; RICHARDSON; CRAMOND, 1993), sendo estabelecido na literatura 
como o intervalo de 600 a 1100 nm capaz de gerar efeitos fotobioestimulantes. A quantidade 
de energia transmitida por unidade de tempo é referida como Potência, a qual em laseres 
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terapêuticos é inferior a 1 W. Por fim, a densidade de energia é descrita como o melhor modo 
de especificação da dose, representada em J/cm2 (HUANG et al., 2009; BAXTER, 1997; 
KARU, 1989). 
Na célula o laser é absorvido por componentes da cadeia respiratória da 
mitocôndria, sendo o citocromo c oxidase relatado como o principal fotorreceptor (KARU, 
1989). O citrocromo c oxidase é um cromóforo capaz de absorver luz e excitar seus elétrons 
constituintes desencadeando uma cascata de reações bioquímicas que uma vez estimulada, 
continua em atividade por um período de tempo, sem que seja necessário o estímulo contínuo 
da luz (KARU, 1999). Tais reações levam a mudança no estado redox da célula 
desencadeando alterações que promovem estímulo na produção de ATP (Adenosina 
Trifosfato) e síntese de DNA e RNA (GAO; XING, 2009). 
Em resposta ao estímulo desses fatores, uma série de reações secundárias ocorrem 
através de novas cascatas de sinalização, resultando em liberação de fatores de crescimento 
como TGF-β (Fator de Transformação do Crescimento Beta), IGF-1 (Fator de Crescimento 
Ligado a Insulina) e VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular); Fator de transcrição 
nuclear (NF-kB); Interleucinas (IL-6, e IL-1α) e citocinas inflamatórias como TNF-α (Fator 
de Necrose Tumoral Alfa) e IL-1β (Interleucina-1 Beta). A modulação da expressão e 
secreção destas moléculas desenvolvem respostas macroscópicas no tecido irradiado, como 
por exemplo, resposta anti-inflamatória, promoção da angiogênese, proliferação celular, 
proporcionando benefícios na cicatrização tecidual e regeneração muscular (ALGHAMDI; 
KUMAR; MOUSSA, 2012; GAO; XING, 2009; HUANG et al., 2009). 
As pesquisas a respeito da resposta biológica do laser são numerosas e bastante 
amplas: in vitro, atuam por exemplo, no crescimento da cultura de células de mamárias que 
possuem lento crescimento e são facilmente contaminadas por bactérias (FRESHNEY, 1994), 
na proliferação de células tronco cardíacas e mesenquimais (TUBY; MALTZ; ORON, 2007) 
e, ainda, estimulam os osteoblastos para produção de matriz mineralização (HOU et al., 
2008); in vivo, as propriedades analgésica e anti-inflamatória do laser também são observadas, 
abordando desde a cicatrização de feridas (FREITAS et al., 2014), alívio de sintomas da 
disfunção temporomandibular (LANDUCCI et al., 2015), reparo de lesão nervosa, seguida da 
recuperação de atrofia muscular (SHEN et al., 2015), alívio nas tendinopatias (NOGUEIRA; 
JUNIOR MDE, 2015), dentre outros. 
Uma vez compreendida a fisiopatologia da DMD, sugere-se que a inibição das 
células inflamatórias pode promover a diminuição da necrose muscular. Como visto 
22 
 
anteriormente, o tratamento mais utilizado para redução da resposta inflamatória excessiva no 
paciente distrófico é a administração de glicocorticóides (LIM; KIM; BANG, 2004). Em vista 
dos efeitos colaterais intensos, provocados pelo uso contínuo dos glicocorticóides, é 
fundamental a busca por terapias alternativas que minimizem a evolução da doença e 
melhorem a qualidade de vida dos pacientes distróficos. 
Neste sentido, levanta-se a hipótese que a terapia com laser de baixa intensidade 
apresente efeito benéfico sobre os músculos distróficos. Nos últimos anos, vários tratamentos 
em humanos e em animais experimentais demonstram que o laser tem efeito modulador em 
marcadores inflamatórios (PGE2, TNF-α, IL-1β) e na atividade leucocitária, reduzindo o 
influxo de macrófagos, linfócitos e neutrófilos (AIMBIRE et al., 2006; ALBERTINI et al., 
2007; CORREA et al., 2007; MESQUITA-FERRARI et al., 2011). A fototerapia também tem 
demonstrado potencial efeito sobre a modulação da COX-1 e COX-2 (ALBERTINI et al., 
2007), estimulação da ativação de células satélites (SHEFER et al., 2002) e aceleração do 
processo de regeneração muscular (CRESSORI et al., 2008). Reforçando proposta para 
utilização da LTBI no tratamento da distrofia muscular, recentemente verificou-se redução do 
nível de estresse oxidativo e aumento da expressão de enzimas antioxidantes em cultura de 
células endoteliais após tratamento com laser (WENG et al., 2011). 
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2 OBJETIVO 
 
Geral 
Analisar in vitro e in vivo os efeitos da laserterapia de baixa intensidade sobre as 
fibras musculares distróficas. 
 
Específicos 
 Verificar os efeitos da LTBI na proliferação celular e regeneração das fibras 
musculares distróficas; 
 Verificar os efeitos da LTBI na concentração de cálcio intracelular e EROs nas 
fibras musculares distróficas; 
 Verificar a atividade anti-inflamatória da LTBI nas fibras musculares distróficas. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Animais 
No presente trabalho foram utilizados camundongos da linhagem mdx, machos 
e fêmeas, com 28 dias de vida pós-natal, obtidos de casais matrizes, e mantidos no biotério 
do Departamento de Biologia Celular e Estrutural do Instituto de Biologia. As matrizes 
foram oriundas do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da 
UNICAMP. Após o nascimento, os filhotes permaneceram com a fêmea até o 25° dia de 
vida pós-natal. Animais da linhagem C57BL/10 (camundongos heterozigotos para o gene 
que desencadeia a DMD e que deram origem à linhagem mdx) foram utilizados como 
controle. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em caixas plásticas com 
12 horas de ciclo claro/escuro, ração e água ad libitum. Os protocolos experimentais foram 
desenvolvidos de acordo com os princípios éticos na experimentação animal, adotados pelo 
Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e aprovados pela Comissão de 
Ética no Uso de Animais (CEUA-IB/UNICAMP) com protocolo n° 2974-1 (Anexo A).  
 
3.2 Grupos experimentais 
 
3.2.1 In vitro 
Para a realização da cultura primária de células musculares foram utilizados os 
músculos do membro pélvico de 10 camundongos das linhagens C57BL/10 e mdx com 28 
dias de vida. A eutanásia foi realizada com super-dosagem de uma solução de cloridrato de 
xilazina 2% (Kensol, Konig) e cloridrato de quetamina (Dopalen, Ceva) na proporção de 
1:2 (intra-peritoneal) e rapidamente os músculos foram isolados em DPBS contendo 
glicose 1% (w/v) e penicilina 1% (w/v). Durante 10 minutos o tecido muscular foi triturado 
e a suspensão digerida com colagenase II 1,5% (w/v), tripsina 2,5% (w/v) e DNAse 0,1% 
(w/v) em DMEM contendo glicose 1% (w/v) e penicilina 1% (w/v) a 37 °C por 30 min. 
Em seguida, DMEM (15 mL) contendo soro de cavalo 10% (v/v), soro fetal bovino 10% 
(v/v), L-glutamina 2 mM e penicilina 1% (v/v) foi adicionado (meio de crescimento). O 
sobrenadante foi descartado, após centrifugada a suspenção a 1000 rpm, a 4 °C por 20 min. 
Por fim, 30 mL do meio de crescimento foram novamente adicionados, a suspensão 
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filtrada através de um filtro esterilizado com poros de 50 µm e as células sedimentadas em 
pratos com diâmetro interno de 15,4 mm, cobertos com matrigel 0,1% (w/v) a uma 
densidade de 6x104 células por prato. A cada 48 h após o início da preparação das culturas, 
o meio de crescimento foi alterado para meio de fusão contendo soro de cavalo 10% (v/v) e 
L-glutamina 2 mM. 
  
No 5° dia de cultura as placas de células foram divididas nos seguintes grupos: 
1) Ctrl: Células C57BL/10 consideradas como controle, sem receber nenhum tipo de 
intervenção; 
2) mdx Ctrl: Células mdx consideradas como controle, sem receber nenhum tipo de 
intervenção; 
3) mdx LA 24: Células mdx irradiadas com laser de 830 nm e avaliadas após 24 horas 
da estimulação; 
4) mdx LA 48: Células mdx irradiadas com laser de 830 nm e avaliadas após 48 horas 
da estimulação. 
 
A cultura de células musculares permitiu análise da vialibidade celular (VN), 
proliferação celular (MTT), quantificação do diâmetro das fibras, detecção de H2O2 (Sonda 
Amplex Red), análise de cálcio (Fluo-4), verificação da atividade enzimática (GSH, GPx, 
GR e SOD 1) e quantificação do conteúdo de MyoD, TNF-α, NF-kB, 4-HNE, 
MAFbx/Atrogina, Miosina e Distrofina (técnica de Western Blotting). Todos os 
experimentos foram realizados em triplicatas. 
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3.2.2 In vivo 
Para o estudo in vivo os animais foram divididos, de forma aleatória, nos 
seguintes grupos experimentais (n=15 por grupo – Total de 60 animais): 
1) Ctrl: Camundongos C57BL/10 considerados controle e mantidos no biotério sem 
receber nenhum tipo de intervenção; 
2) mdx Ctrl: Camundongos mdx considerados controle e mantidos no biotério sem 
receber nenhum tipo de intervenção; 
3) mdx PRED: Camundongos mdx tratados com prednisona (1 mg/kg); 
4) mdx LA: Camundongos mdx irradiados com laser de 830 nm no músculo 
quadríceps. 
 
Neste estudo optou-se por utilizar camundongos no 28º dia de vida, período no 
qual o ciclo de degeneração/regeneração já havia sido iniciado desde o 21º dia de vida. Tal 
escolha foi motivada pela ação da laserterapia e justificada pelo fato de que células em 
ambientes fisiológicos em desequilíbrio são mais sensíveis à ação da luz, do que as células 
em ambiente mais próximos da normalidade (KARU; PYATIBRAT; KALENDO, 1995).  
Ainda, em virtude da aplicação local do laser foi eleito o músculo quadríceps 
como parâmetro de análise no estudo in vivo, uma vez que, é um músculo superficial o que 
garante menor dispersão da luz até alcançar o tecido alvo, musculo com diâmetro 
compatível com a caneta emissora, além da localização na região anterior da coxa que 
permitiu a contensão manual do animal sem que fosse preciso administração de anestésico. 
As amostras do músculo quadríceps, de ambas as patas, possibilitaram a análise 
morfológica do tecido (HE, DHE, imunomarcação com anticorpo F4/80 e anti-mouse IgG-
FITC), verificação da atividade enzimática (GSH, GPx e GR) e quantificação do conteúdo 
de 4-HNE, TNF-α, NF-κB, TGF-β, VEGF, MyoD, SOD 1, SOD 2 e Catalase (técnica de 
Western Blotting). 
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3.3 Tratamentos 
 
3.3.1 Laserterapia de baixa intensidade 
Para emissão do laser de baixa intensidade foi utilizado o equipamento 
Laserpulse IBRAMED, de diodo Arseneto de Gálio e Alumínio (GaAlAs), emissão 
contínua, comprimento de onda 830 nm, potência 30 mW, densidade de energia 5 J/cm2, 
por meio da técnica pontual, com duração de 20 segundos. O equipamento foi calibrado 
pelo fabricante previamente e no término dos experimentos. 
 
 Irradiação in vitro: Após o período de diferenciação celular, no 5º dia de cultura, 
as células foram irradiadas com laser de baixa intensidade, conforme os parâmetros 
descritos anteriormente. Padronizou-se o cultivo das células, bem como a irradiação 
com laser, em placas de 24 wells. A aplicação do laser foi realizada pela superfície 
inferior da placa, com distância de 1 cm do fundo do well, através de um único 
ponto de irradiação no centro de cada well (diâmetro interno de 15,4 mm) da placa, 
durante 20 segundos. No decorrer desse procedimento manteve-se a luz do 
ambiente apagada para evitar exposição excessiva das células à luz (DE 
OLIVEIRA et al., 2008). Apenas para o momento da irradiação, o meio de fusão foi 
substituído por PBS (HU, 2007; YU et al., 1997) para que a coloração do fenol, 
presente no DMEM, não influenciasse a absorção do laser. As análises foram 
realizadas após 24 h e 48 h da irradiação (Fig. 3AB). 
28 
 
 
Figura 3: Irradiação do laser em cultura de células musculares controle e distrófica. A: Vista 
inferior com o laser posicionado perpendicular e à 1 cm de distância do fundo da placa. B: Vista 
superior demonstrando a aplicação no centro de well. 
 
 
 Irradiação in vivo: O tratamento teve início no 28º dia de vida do animal e término 
no 42º dia, com duração de duas semanas em função do ciclo de 
degeneração/regeneração do modelo experimental mdx. A aplicação ocorreu no 
período vespertino com frequência de três vezes por semana (segunda, quarta e 
sexta-feira), com o intuito de simular a prática clínica, totalizando 6 sessões de 
tratamento. No primeiro dia de tratamento, os animais foram previamente 
anestesiados para realizar a tricotomia dos pelos na região referente ao músculo 
quadríceps. No momento da aplicação o animal era contido manualmente por um 
pesquisador, enquanto o outro realizava o procedimento. De acordo com os 
parâmetros descritos anteriormente, o laser foi aplicado no músculo quadríceps, em 
ambas as patas do animal, sendo irradiado um único ponto em contato com a 
porção média do músculo. A caneta emissora de laser foi posicionada sempre 
perpendicularmente ao músculo (Fig. 4). 
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              Figura 4: Irradiação do laser no músculo quadríceps do camundongo mdx. 
 
 
3.3.2 Prednisona 
Sendo a administração de glicocorticóide bem estabelecida para o tratamento 
da DMD, considera-se importante para este estudo a composição de um grupo submetido a 
esse tipo de tratamento como parâmetro comparativo para os efeitos da aplicação de laser 
na degeneração muscular. O glicocorticóide eleito para o tratamento foi a administração de 
prednisona. Os animais receberam 1 mg/kg de prednisona diluído em solução de Tween 80 
1% em tampão estéril (PBS), por meio de gavagem diária, durante duas semanas. 
Imediatamente antes de cada administração os animais eram pesados para ajuste da 
dosagem (WUEBBLES et al., 2013). 
 
3.4 Eutanásia dos animais 
Nos estudos in vivo, após o período dos tratamentos, os animais receberam 
injeção via intra-peritoneal com solução de cloridrato de xilazina 2% (Kensol, Konig) e 
cloridrato de quetamina (Dopalen, Ceva) na proporção de 1:1 e dose de 0,1 mL/30 g de 
peso corporal. Ao apresentarem sinais de anestesia geral, foram coletadas amostras de 
sangue por punção cardíaca e em seguida realizada perfusão cardíaca com 10 mL de PBS, 
seguida da coletada dos músculos quadríceps de ambas as patas dos animais e 
armazenamento para realização das técnicas previstas. 
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3.5 Análises in vitro 
 
3.5.1 Análise da viabilidade celular 
É uma análise colorimétrica para quantificação de permeabilidade da 
membrana e atividade lisossômica de células em resposta ao tratamento utilizado. É um 
ensaio de sobrevivência/viabilidade celular, baseado na capacidade das células viáveis de 
incorporar o vermelho neutro dentro dos lisossomos (GRIFFON et al., 1995). A quantidade 
de corante incorporado às células é medida por espectrometria, a 540 nm, sendo 
diretamente proporcional ao número de células com membrana intacta. 
Nessa técnica, após os devidos tratamentos as placas foram retiradas da 
incubadora, todo o meio das células foi retirado e adicionado uma quantidade igual de 
solução (25:1 de Meio + Vermelho Neutro), em seguida foi incubada por 3 horas na 
incubadora de CO2 a 37 °C. Após a incubação, as células foram lavadas com PBS seguido 
de uma solução de 1% CaCl2 em Formaldeido 0,5%, após lavagem, adicionou-se solução 
com 1% ácido acético em etanol 50%. As placas foram delicadamente agitadas e colocadas 
no equipamento Multi-ModeMicroplate Reader ModelSynergy H1M (Bio-TekInstruments) 
para leitura por espectrofotômetro a 540 nm. Para o cálculo dos resultados atribuiu-se 
100% de viabilidade a absorbância das células controles. 
 
3.5.2 Análise da proliferação celular 
Consiste em análise colorimétrica para quantificação de metabolismo 
mitocondrial e atividade da cadeia respiratória das células. O método é baseado na redução 
do MTT brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio] a formazan (Sieuwerts 
et al., 1995). 
Para este experimento, após as células serem tratadas, foram incubadas em soro 
DMEM sem fenol vermelho e em seguida adicionada solução MTT (SIGMA M5655), 
equivalente a 10% do volume de meio celular. As células retornaram para a incubadora de 
CO2 e permaneceram por 3-4 horas. Após incubação, todo o meio foi retirado e substituído 
pelo mesmo volume de solvente MTT (30 mL isopropanol: 100µl HCl 37% P.A). A leitura 
foi realizada por espectrofotômetro medindo absorbância em 570 nm, utilizando 
equipamento Multi-ModeMicroplate Reader ModelSynergy H1M (Bio-TekInstruments). 
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No controle negativo não foi adicionado o MTT, somente solução DMEM sem fenol 
vermelho. 
 
3.5.3 Diâmetro das fibras musculares 
Consiste na medida do diâmetro da fibra como parâmetro histológico. Esse tipo 
de quantificação em cultura de células musculares tem intuito de verificar a maturidade e o 
tamanho da célula muscular após o tratamento. Padronizou-se por mensurar 100 fibras de 
cada grupo experimental (BRIGUET et al., 2004). A visualização das células foi realizada 
através de microscópio invertido de luz transmitida (Nikon®, Eclipse TS100/TS100F). A 
captura das imagens foi realizada por meio de vídeo câmera (Nikon® Express Series), 
acoplada ao microscópio, em objetiva de 20X, conectado a um microcomputador por meio 
do Imaging Software NIS-Elements. O diâmetro foi quantificado através do software 
Image Pro-Plus 6.0. 
 
3.5.4 Concentração de Cálcio intracelular 
O Fluo-4, um indicador de fluorescência, foi usado para mensurar a 
concentração de cálcio intracelular nas células musculares esqueléticas. Após 
diferenciação, as células foram incubadas com Fluo-4 AM (10 µM, sonda molecular) e 
Pluronic® F-127 durante 1 hora. Seguido esse período, utilizou-se um microscópio de 
fluorescência Nikon conectado à câmera de vídeo Hamamatsu para captura das imagens. 
Imediatamente, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas com EDTA, centrifugadas 
e 100 µL do sobrenadante de cada amostra foi utilizado para leitura da absorbância. 
Obteve-se a leitura do ensaio através do Multi-ModeMicroplate Reader ModelSynergy 
H1M (Bio-Tek Instruments,) com intensidade de fluorescência determinada em 494 nm de 
excitação e 516 nm de emissão.  
3.5.5 Detecção de H2O2 nas culturas celulares 
A determinação de espécies reativas de oxigênio, através do peróxido de 
oxigênio (H2O2), foi desenvolvida conforme descrito por Suh et al. (2010) com pequenas 
modificações. As células foram mantidas a 37 °C em solução Krebs Ringer (125 µl) e 
carregadas com a sonda Amplex red (50 µM) e horseradish peroxidase (0,1 U/mL) por 30 
min. Após esse período, 100 µL do meio foi coletado e a intensidade de fluorescência 
32 
 
determinada em 530 nm de excitação e 590 nm de emissão em equipamento Multi-Mode 
Microplate Reader Model Synergy H1M (Bio-Tek Instruments). Como experimento 
controle, foi preparado controle positivo e negativo. Para o controle positivo utilizou-se 20 
mM de H2O2 em solução tampão. No controle negativo foi utilizado somente solução 
tampão. As análises foram realizadas em triplicatas. 
 
3.5.6 Quantificação de MyoD, TNF-α, NF-κB, 4-HNE, MAFbx/Atrogina, Miosina e 
Distrofina por meio de Western Blotting 
No período estipulado para a análise das culturas celulares, 24 h e 48 h após o 
tratamento, o meio foi removido e as células lavadas com PBS, raspadas e imediatamente 
homogeneizadas em 2 ml de tampão (Triton X-100 1%, tris-HCl 100 mM (pH 7,4), 
pirofosfato de sódio 100 mM, fluoreto de sódio 100 mM, ETDA 10 mM, ortovanadato de 
sódio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1 mg/ml de aprotinina). Os extratos centrifugados a 11000 
rpm a 4 ºC por 20 min e, por fim, o sobrenadante utilizado para análise do extrato total. A 
determinação de proteína foi realizada pelo método de Bradford et al. (1976). As amostras 
do extrato proteico foram tratadas com tampão Laemmli (azul de bromofenol 0,1% e 
fosfato de sódio 1 M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 100 mM e 
aquecidas banho seco 95-100 ºC antes de serem utilizadas. Em seguida, 60 µg de proteína 
foram aplicados em gel SDS-poliacrilamida a 6,5 a 12% em aparelho para eletroforese da 
Bio-Rad (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA).  
A eletrotransferência do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 
90 minutos a 120 V (constante) em aparelho de transferência da Bio-Rad. As membranas 
foram incubadas com solução basal (Trisma base 10 mM, cloreto de sódio 150 mM e 
Tween-20 0,02%) contendo 5% de leite desnatado, por 90 minutos em temperatura 
ambiente para reduzir a ligação não específica de proteínas. Posteriormente, foram 
incubadas com 10 µg de anticorpo primário diluído em 10 ml de solução basal contendo 
3% de leite desnatado a 4 ºC overnight. No dia seguinte, as membranas foram lavadas por 
30 minutos com solução basal e incubadas em 10 ml de solução basal contendo 1% de leite 
desnatado e 2,5 µg de anticorpo secundário por 90 minutos em temperatura ambiente. 
Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas por 30 minutos com solução 
basal. Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas à solução de 
quimioluminescência (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos 
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e o sinal fluorescente capturado no equipamento G-Box (GeneSys). A quantificação da 
densitometria óptica foi verificada por meio do programa Gene Tools from Syngene. 
Para a normalização dos dados obtidos utilizou-se o controle interno através da 
incubação das amostras com o anticorpo Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). 
O protocolo consiste na reutilização das membranas utilizadas para marcação descrita. As 
referidas membranas foram lavadas com TBS-T (solução basal) 3 vezes, por 10 min. Em 
seguida, incubadas com 10 mL de Stripping Buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5; β-
Mercaptoethanol 0,1 M; Uréia 8 M) durante 1 hora, à 60 °C. Após esse período, as 
membranas foram reequilibradas e lavadas com TBS-T. Então, em seguida incubadas com 
10 g do anticorpo primário GAPDH e 2,5 g do anticorpo secundário, seguindo o 
protocolo acima descrito. 
 
Anticorpos primários utilizados: 
 Distrofina (monoclonal mouse, Vector Laboratories); 
 NF-kB (policlonal goat, Santa Cruz Biotechnology); 
 TNF-α (policlonal mouse, Chemical); 
 4-HNE (policlonal goat, Santa Cruz Biotechnology); 
  MyoD (policlonal rabbit, Santa Cruz Biotechnology); 
 Miosina (monoclonal mouse, Sigma); 
 MAFbx/Atrogina (Policlonal rabbit, Santa Cruz); 
 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, policlonal rabbit, Santa Cruz 
Biotechnology). 
 
Anticorpos secundários utilizados: 
 Goat anti-rabbit IgG-HRP (KLP) 
 Goat anti-mouse IgG-HRP (KLP) 
  Rabbit Anti-goat IgG-HRP (KLP) 
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3.5.7 Determinação da atividade enzimática da glutationa peroxidase (GPx), 
glutationa redutase (GR) e superóxido dismutase citoplasmática (SOD-1) e dos 
níveis de glutationa reduzida (GSH) 
O extrato proteico das células musculares foi utilizado para análise da atividade 
enzimática e dos níveis dos grupamentos sulfidrila (tiol) – GSH. O procedimento para 
obtenção do extrato total foi descrito previamente no item 3.5.5. 
 
GPx  
O homogenato de tecido muscular foi diluído em tampão fosfato (1:10). 
Adicionou-se, em 100 μL desta solução, 50 μL H2O2 (0,25 mM), 20 μL de glutationa 
reduzida (GSH) (10 mM), 20 μL NADPH (4 mM), 10 μL (1 U) de enzima glutationa 
redutase em PBS, pH 7,8. A absorbância lida em espectrofotômetro a 365 nm. Os 
resultados serão expressos em nmol/min por mg de proteína. 
 
GR 
Determinou-se a atividade dessa enzima seguindo espectrofotometricamente a 
oxidação de NADPH a 340 nm. A reação enzimática foi constituída de 100 μL do 
homogenato previamente diluído em tampão fosfato (1:10), 50 μL de tampão fosfato (1 
M), pH=7, 10 μL de EDTA ((0,2 mM, 20 μL de GSSG (1 mM) e 20 μL de NADPH (0,1 
mM)). O consumo de NADPH é determinado pela diminuição da absorbância à 340 nm. A 
atividade da enzima foi definida como mM NADPH consumido/min/mg de proteína. 
  
SOD 1 
A atividade da SOD foi determinada pela inibição da redução do NBT (nitro 
blue tetrazolium) pelo radical superóxido gerado através do sistema hipoxantina/xantina 
oxidase (XO) a 37 ºC. O homogenato de tecido diluído em tampão fosfato (1:10). 
Adicionou-se, em 100 μL desta solução, 40 μL de tampão fosfato 0.1 M (pH: 7.4), xantina 
0.07 U/ml, 20 μL de hipoxantina (100 μM) e 20 μL de NBT. A absorbância foi lida em 
espectrofotômetro a 560 nm. Os resultados foram expressos em U/mg de proteína. 
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GSH 
O extrato foi diluído (1:10) em tampão fosfato de sódio (0,1 M, pH=7,4). Em 
seguida, realizada leitura da absorbância de 100 µL de amostra, acrescidos de 100 µL de 
solução de Tris (1,0 mM) e EDTA (0,2 mM) a 412 nm (L1). Após essa leitura foi 
adicionado 20 µL de ácido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzóico) diluído em metanol (DTBN – 
0,01 mM) e então realizada nova leitura (L2), a 412 nm, após 15 minutos de reação, para 
determinação de grupamentos sulfidrila não proteicos. A concentração de grupamentos 
sulfidrila (tiol) é dada por (L1-L2)x1,57 e apresentada em nmol/mg de proteína (FAURE; 
LAFOND, 1995). 
 
3.6 Análises in vivo 
 
3.6.1 Análises histológicas 
Após a eutanásia dos animais, o músculo quadríceps foi retirado, imerso em 
isopentano à -80 C por 60 segundos e imediatamente colocado em nitrogênio líquido à -
159 C e armazenado em biofreezer a -70 ºC. Para obtenção dos cortes em criostato 
(Microm-HS505E) os músculos foram mantidos a -23 ºC, seccionados transversalmente 
em criostato na espessura de 8 µm e coletados em lâmina. Foram obtidas 08 lâminas com 
12 cortes do músculo quadríceps de cada grupo experimental. Dessas, foram utilizadas 02 
lâminas para cada uma das análises histológicas: coloração com Hematoxilina e Eosina 
(HE), imunofluorescência (anticorpo F4/80 e anticorpo anti-mouse IgG-FITC) e detecção 
de EROS através do radical OH. 
 
3.6.1.1 Hematoxilina e Eosina 
Mediante a obtenção dos cortes as lâminas foram coradas com HE a fim de se 
obter as seguintes análises (Fig. 5): 
Diâmetro Ferret 
Esse parâmetro histológico consiste em medir o tamanho da secção transversa 
da fibra (Fig. 5a) com o intuito de acompanhar a regeneração e maturidade da fibra 
muscular. A análise quantifica o menor diâmetro da fibra, a partir de duas retas paralelas 
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traçadas previamente na margem na fibra. Padronizou-se por mensurar 100 fibras por 
secção (BRIGUET et al., 2004). 
 
Quantificação das áreas 
 Área de fibras normais: Fibras com núcleos periféricos que não sofreram 
nenhuma alteração (Fig. 5b); 
 Área de fibras em regeneração: Fibras em processo de regeneração com área de 
secção transversa reduzida, acrescida da presença de núcleo centralizado e 
picnótico em virtude da intensa síntese proteica (Fig 5c); 
 Área de fibras regeneradas: Representada pelas fibras com área de secção 
transversa normal ou bem próxima ao normal e núcleo centralizado (Fig. 5d) 
(TORRES; DUCHEN, 1987). 
 Área de inflamação: Caracterizada por apresentar intenso infiltrado inflamatório 
(Fig. 5e); 
 
 
Figura 5: Demonstração das quantificações realizadas e que estão apresentadas ao 
longo da pesquisa: Diâmetro Ferret (a), área de fibras com núcleo periférico (b), 
área de fibras em regeneração (c), área de fibras regeneradas (d) e área de 
inflamação (e). 
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3.6.1.2 Detecção de macrófagos 
Para marcação utilizou-se como base o protocolo de Villata et al. (2009), no 
qual os músculos são fixados em formalina 9% por 20 segundos, lavados com TBS-T 0,1M 
3x por 5 minutos e bloqueados BSA 3% diluído em TBS-T por 1 hora. Em seguida, os 
cortes são lavados e incubados por 30 minutos com anti F4/80 (anti-mouse, AbD Serotec), 
1:200, overnight à 4 ºC. Posteriormente lavados em TBS-T 0,1M 3x por 5 minutos e 
incubados com o anticorpo secundário Texas Red (conjugado anti-rat, Vector 
Laboratories), 1:200, por 1 hora em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em 
TBS-T 0,1 M 3x por 5 minutos e as lâminas montadas com DABCO (Sigma). A análise 
dos resultados foi realizada a partir da quantificação das áreas contendo presença de 
macrófago  
 
3.6.1.3 Presença de fibras em degeneração 
Para a marcação das fibras necróticas foi feita lavagem com PBS por 5 minutos 
e bloqueio com BSA 5% por 30 minutos. Em seguida, incubação com o anticorpo FITC-
conjugado anti-mouse (IgG, Sigma) em BSA 3%por 1 hora. Após lavagem, as lâminas 
foram montadas com solução de glicerol+PBS (RAFAEL-FORTNEY et al., 2011). A 
análise foi realizada por meio da área de fibras em degeneração e expressa em 
porcentagem em relação a área total do músculo. 
Para as análises descritas anteriormente, a visualização dos cortes foi realizada 
através do microscópio invertido de luz transmitida e fluorescência (Nikon®, Eclipse 
TS100/TS100F). A captura das imagens realizada por meio de vídeo câmera (Nikon® 
Express Series), acoplada ao microscópio, em objetiva de 20X, conectado a um 
microcomputador por meio do Imaging Software NIS-Elements. As áreas foram 
quantificadas através do software Image Pro-Plus 6.0. 
 
3.6.1.4 Detecção de EROs 
A produção de EROs, ânion superóxido (O2) especificamente, foi determinada 
por incubação dos cortes histológicos do músculo quadríceps com 5 μl de Reação 
Dihydroetidio (DHE) em PBS a 37 °C durante 30 min. A intensidade de DHE reativo por 
área do músculo foi quantificada através da mensuração de pixels excedente a um limite 
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(70-255 comprimento de onda), que foi ajustado de forma a eliminar a interferência de 
qualquer fluorescência de fundo. 
 
3.6.2 Quantificação de TNF-α, NF-kB, 4-HNE, MyoD, TGF-β, VEGF, SOD 1, SOD 2 
e Catalase através de Western Blotting 
Após a coleta, as amostras foram homogeneizadas em tampão para 
homogeneização (Triton X-100 1%, tris-HCl 100 mM (ph 7,4), pirofosfato de sódio 100 
mM, fluoreto de sódio 100 mM, ETDA 10 mM, ortovanadato de sódio 10 mM, PMSF 2 
mM e 0,1 mg/ml de aprotinina) a 4 ºC, utilizando homogeneizador tipo Polytron PTA 20S 
(modelo PT 10/35; Kinematica Ag) operando em velocidade máxima por 30 segundos. Os 
extratos centrifugados a 11000 rpm a 4 ºC por 20 min e o sobrenadante utilizado para 
análise do extrato total. A determinação de proteína foi realizada pelo método de Bradford 
et al. (1976). O protocolo da técnica de Western Blotting seguiu conforme descrito 
anteriormente no item 3.5.5. 
 
Anticorpos primários utilizados: 
 NF-kB (policlonal goat, Santa Cruz Biotechnology); 
 TNF-α (policlonal mouse, Chemical); 
 4-HNE (policlonal goat, Santa Cruz Biotechnology); 
 MyoD (policlonal rabbit, Santa Cruz Biotechnology); 
 TGF-β (monoclonal mouse, Sigma Aldrich); 
 VEGF (monoclonal mouse, Santa Cruz); 
 SOD 1 (monoclonal rabbit, Sigma Aldrich); 
 SOD 2 (monoclonal rabbit, Sigma Aldrich); 
 Catalase (monoclonal mouse, Sigma Aldrich); 
 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, policlonal rabbit, Santa Cruz 
Biotechnology). 
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Anticorpos secundários utilizados: 
 Goat anti-rabbit IgG-HRP (KLP); 
 Goat anti-mouse IgG-HRP (KLP); 
 Rabbit Anti-goat IgG-HRP (KLP). 
 
3.6.3 Determinação da atividade enzimática da glutationa peroxidase (GPx), 
glutationa redutase (GR) e superóxido dismutase citoplasmática (SOD-1) e dos 
níveis de glutationa reduzida (GSH) 
A coleta dos músculos quadríceps, 5 animais por grupo experimental, foi 
destinada a análise da atividade enzimática e dos níveis dos grupamentos sulfidrila (tiol) – 
GSH. As amostras foram homogeneizadas em tampão para homogeneização (Triton X-100 
1%, tris-HCl 100 mM (ph 7,4), pirofosfato de sódio 100 mM, fluoreto de sódio 100 mM, 
ETDA 10 mM, ortovanadato de sódio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1 mg/ml de aprotinina) a 4 
ºC, utilizando homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Kinematica Ag) 
operando em velocidade máxima por 30 segundos. Os extratos centrifugados a 11000 rpm 
a 4 ºC por 20 min e o sobrenadante utilizado para análise do extrato total. 
Com a obtenção do extrato total, o protocolo experimental realizado para 
análise da GPx, GR, SOD-1 e GSH seguiu conforme descrito no item 3.5.6. 
 
3.7 Análise Estatística  
Para verificação da normalidade dos dados utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk, 
sendo classificados como normais os valores que apresentaram um nível de significância 
maior que 5%. Mediante a distribuição normal dos dados foi utilizado o teste ANOVA One 
Way seguido do teste Bonferroni para as devidas comparações entre os grupos. Os dados 
são apresentados por meio de média e desvio padrão, sendo considerado nível de 
significância de 5% (p<0,05). As análises foram processadas através do software GraphPad 
Prism 5®. 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Análises in vitro 
 
4.1.1 Morfologia, viabilidade e proliferação das culturas de células musculares 
controles e distróficas 
O desenvolvimento da cultura primária de células musculares de camundongos 
normais e distróficos apresenta curso de crescimento similar, de forma que, no decorrer de 
6 dias é possível perceber a progressão da proliferação celular para diferenciação e 
maturação de miotubos (Fig. 6A). No final desse período são observadas fibras contráteis 
na cultura de ambas linhagens. Por se tratar de uma linhagem de animais, mdx, em que 
pouco há relatos na literatura sobre confecção de cultura primária, optou-se por demonstrar 
e confirmar a presença e a ausência de distrofina nas células através da técnica de western 
blotting (Fig. 6B). 
A quantificação morfológica do diâmetro dos miotubos demonstrou que as 
células musculares primárias de ambas as linhagens de animais, controle e mdx, 
apresentavam o mesmo padrão de crescimento (Fig. 6C). As células musculares distróficas 
tratadas com laser (grupo mdx LA 24) apresentaram maior diâmetro das fibras (Ctrl: 
26±4,6 µm; mdx Ctrl: 26±4,9 µm; mdx LA 24: 33±6,6 µm; mdx LA 48: 28±4,7 µm) em 
relação a todos os outros grupos experimentais (Fig. 6C). 
41 
 
 
Figura 6. A: Morfologia da cultura primária de células musculares de animais normais (Ctrl) e distróficos, 
sem tratamento (mdx Ctrl) e tratados com laser analisados após 24 h (mdx LA 24) e 48 h (mdx LA 48). B: 
Análise dos níveis de distrofina nas células musculares primárias de ambas as linhagens de animais. C: 
Quantificação do diâmetro dos miotubos dos grupos experimentais. a P<0,05 em relação ao Crtl; b P<0,05 em 
relação ao mdx Crtl e c P<0,05 em relação ao mdx LA 24. 
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A incorporação do vermelho neutro possibilitou a análise da viabilidade 
celular, a qual demonstrou 60% de redução nas células mdx Ctrl em relação as culturas de 
células Ctrl (Fig. 7A). E ainda, as células musculares distróficas demonstraram diferenças 
entre os grupos, de forma que os grupos que receberam laser apresentaram aumento de 
22% no que foi analisado após 24 horas (mdx LA 24) e 36% no que foi analisado após 48 
horas (mdx LA 48) em comparação ao mdx sem tratamento (mdx Ctrl). O grupo mdx LA 48 
também demonstrou, ainda, significativamente maior em relação ao grupo mdx LA 24 
(Fig. 7A). 
A proliferação celular foi avaliada por meio do ensaio MTT e apresentou 
aumento significativo nas células distróficas em relação às células normais (Fig. 7B). O 
tratamento com laser realizado nos grupos mdx LA 24 e mdx LA 48 desencadeou aumento 
significativo (cerca de 15% para ambos os grupos) na proliferação celular quando 
comparado com o grupo mdx Ctrl (Fig. 7B).  
 
 
 
Figura 7: Viabilidade e proliferação celular da cultura primária de animais normais (Ctrl) e distróficos, sem 
tratamento (mdx Ctrl) e tratados com laser analisados após 24 h (mdx LA 24) e 48 h (mdx LA 48). A: 
Verificação da viabilidade celular por incorporação do vermelho neutro. B: Análise comparativa da 
proliferação celular através do ensaio MTT. a P<0,05 em relação ao Crtl; b P<0,05 em relação ao mdx Crtl e c 
P<0,05 em relação ao mdx LA 24. 
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4.1.2 Análise molecular de proteínas miogênicas e indicador de atrofia nas culturas de 
células musculares controles e distróficas 
Na análise de proteínas miogênicas, as células musculares distróficas 
apresentaram redução nos níveis de MyoD (46% no mdx Ctrl, 58% no mdx LA 24 e 80% 
no mdx LA 48) em comparação as células musculares normais do grupo Ctrl (Fig. 8A). 
Além disso, o grupo mdx LA 48 ainda demonstrou diminuição significativa nos níveis de 
MyoD de 34% e 22% em relação aos grupos mdx Ctrl e mdx LA 24, respectivamente (Fig. 
8A). A análise da MyHC revelou redução significativa nos grupos mdx Ctrl (48%), mdx 
LA 24 (56%) e mdx LA 48 (24%), entretanto o grupo mdx LA 48 apresentou aumento de 
32% e 43% no conteúdo de MyHC em relação aos grupos mdx Ctrl e mdx LA 24, 
respectivamente (Fig. 8B). 
A Atrogin1/MAFbx, não demonstrou diferença no conteúdo das células 
musculares de animais normais e distróficos, contudo a análise da atrofia muscular das 
células distróficas tratadas com laser apresentou conteúdo reduzido em comparação aos 
grupos Ctrl (redução de 23% nos grupos mdx LA 24 e mdx LA 48) e mdx Ctrl (redução de 
17% nos grupos mdx LA 24 e mdx LA 48) (Fig. 8C). 
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Figura 8. Análise molecular de proteínas miogênicas e indicador de atrofia em cultura primária de células 
musculares de animais normais (Ctrl) e distróficos, sem tratamento (mdx Ctrl) e tratados com laser analisados 
após 24 h (mdx LA 24) e 48 h (mdx LA 48). A: Análise comparativa dos níveis de MyoD. B: Análise 
comparativa dos níveis de Miosina de cadeia pesada (MyHC). C: Análise comparativa da atrofia muscular 
(Atrogin1/MAFbx). a P<0,05 em relação ao Crtl; b P<0,05 em relação ao mdx Crtl e c P<0,05 em relação ao 
mdx LA 24. 
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4.1.3. Ensaio da concentração de cálcio intracelular nas culturas de células 
musculares controles e distróficas 
A mensuração de Fluo-4 revelou que a concentração de cálcio intracelular é 
semelhante em células musculares de cultura primária de animais C57BL/10 e mdx (Fig 
7AB). No entanto a análise das células distróficas que receberam laserterapia demostrou 
que os grupos mdx LA 24 e mdx LA 48 apresentaram elevação significativa do cálcio 
intracelular (20% e 11% respectivamente) em comparação ao grupo controle. Além disso, 
o grupo mdx LA 24 também apresentou aumento significativo em relação aos grupos mdx 
Ctrl (13%) e mdx LA 48 (9%) (Fig 7AB). 
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Figura 9. Concentração de cálcio intracelular em cultura primária de células musculares de animais normais 
(Ctrl) e distróficos, sem tratamento (mdx Ctrl) e tratados com laser analisados após 24 h (mdx LA 24) e 48 h 
(mdx LA 48). A: Análise qualitativa de cálcio intracelular. B: Análise quantitativa por meio da intensidade de 
fluorescência do cálcio intracelular. a P<0,05 em relação ao Crtl; b P<0,05 em relação ao mdx Crtl e c P<0,05 
em relação ao mdx LA 24. 
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4.1.4 Avaliação do estresse oxidativo em cultura de células musculares controle e 
distrófica 
Para verificação do estresse oxidativo na cultura de células foram avaliados os 
seguintes parâmetros: conteúdo de 4-Hidroxinonenal (4-HNE); produção H2O2; nível de 
GSH; além da atividade de SOD, GPx e GR.  
Na verificação do 4-HNE foram quantificadas proteínas de 17 a 170 KDa (Fig. 
10A). As células musculares distróficas sem tratamento demonstraram maior conteúdo de 
4-HNE (19%) comparadas com células musculares normais. No entanto, após o 
tratamento, o nível de 4-HNE mostrou redução significante no grupo mdx LA 48 (13%) em 
relação ao grupo mdx Ctrl (Fig. 10A). 
O estudo do estresse oxidativo, através da detecção de H2O2, confirmou o 
aumento do deste no grupo mdx Ctrl (20%) comparado com o grupo Ctrl. Em 
contrapartida, após o tratamento com laser as células musculares distróficas apresentaram 
diminuição significativa na produção de H2O2 (17% no mdx LA 24 e 30% no mdx LA 48) 
(Fig. 10B).  
Os níveis de GSH também demonstraram significante aumento nas células 
musculares distróficas em relação as células normais. A aplicação do laser de baixa 
intensidade diminuiu significativamente os níveis de GSH (73% no mdx LA 24 e 60% no 
mdx LA 48) nas células musculares distróficas (Fig. 10C). 
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Figura 10. Análise do estresse oxidativo em cultura primária de células musculares de animais normais (Ctrl) 
e distróficos, sem tratamento (mdx Ctrl) e tratados com laser analisados após 24 h (mdx LA 24) e 48 h (mdx 
LA 48). A: Análise dos níveis de 4-HNE por meio de western blotting. B: Detecção de H2O2 nas células 
através do ensaio Amplex red. C: Verificação da Glutationa reduzida (GSH) nas culturas de células 
musculares. a P<0,05 em relação ao Crtl; b P<0,05 em relação ao mdx Crtl e c P<0,05 em relação ao mdx LA 
24. 
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Os dados da atividade da SOD, GPx e GR estão dispostos na Tabela 1, onde é 
possível identificar que as células musculares distróficas possuem atividade de SOD, GPx 
e GR significantemente aumentadas em comparação as células musculares controle. As 
células distróficas tratadas com laser tiveram redução significante na atividade de GR 
(42% para mdx LA 24) e SOD (47% para mdx LA 24 e 32% para mdx LA 48) comparadas 
as células distróficas não tratadas, o grupo mdx Ctrl (Tabela 1). 
 
Tabela 1. Atividade enzimática de SOD, GPx e GR em células musculares primárias controles e 
distróficas. 
 SOD-1 
(SOD/mg proteína) 
GPx 
(nmol/min/mg de proteína) 
GR 
(nmol/min/mg de proteína) 
Ctrl 24,04±1,45 8,4±5,16 15,0±4,62 
mdx Ctrl 515,42±10,6 a 118,6±29,29 a 249,5±19,81 a 
mdx LA 24 271,7±4,03 ab 132,1±14,47 a 144,2±48,20 ab 
mdx LA 48 346,98±7,81 abc 144,6±27,39 a 248,90±49,43 ac 
Análise da SOD, GPx e GR em cultura primária de células musculares de animais normais (Ctrl) e 
distróficos, sem tratamento (mdx Ctrl) e tratados com laser analisados após 24 h (mdx LA 24) e 48 h (mdx 
LA 48). a P<0,05 em relação ao Crtl; b P<0,05 em relação ao mdx Crtl e c P<0,05 em relação ao mdx LA 24. 
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4.1.5 Estudo de mediadores inflamatórios em cultura de células musculares controles 
e distróficas 
Os fatores TNF-α e NF-kB foram utilizados para verificar a resposta anti-
inflamatória do laser (Fig. 11). As células musculares distróficas apresentaram níveis 
elevados tanto de TNF-α (aumento de 15%) quanto de NF-kB (aumento de 22%) em 
relação as células controles. Os níveis de TNF-α demonstraram-se reduzidos nas células 
musculares distróficas que receberam aplicação do laser (8% no grupo mdx LA 24 e 9% no 
mdx LA 48), em relação ás células distróficas sem tratamento, grupo mdx Ctrl (Fig. 11A). 
Já a análise dos níveis de NF-kB revelou que o as células do grupo mdx LA 48 tiveram 
redução de 25% comparadas as células do grupo mdx Ctrl e 14% em comparação as células 
do grupo mdx LA 24 (Fig. 11B). 
 
 
Figura 11. Análise do conteúdo de TNF-α e NF-kB em cultura primária de células musculares de animais 
normais (Ctrl) e distróficos, sem tratamento (mdx Ctrl) e tratados com laser analisados após 24 h (mdx LA 
24) e 48 h (mdx LA 48). A: Análise dos níveis de TNF-α. B: Análise dos níveis de NF-kB. a P<0,05 em 
relação ao Crtl; b P<0,05 em relação ao mdx Crtl e c P<0,05 em relação ao mdx LA 24. 
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4.2 Análises in vivo 
 
4.2.1 Morfologia do músculo quadríceps de animais controles e distróficos 
A coloração com HE permitiu a visualização do arranjo das fibras musculares 
do quadríceps, o que possibilitou a mensuração de variáveis relacionadas à regeneração 
muscular, bem como a visualização dos possíveis efeitos do tratamento utilizado (Fig. 12). 
Nos animais normais, C57BL/10, o arranjo das fibras musculares apresentava-se 
organizado com homogeneidade no diâmetro das fibras, ausência de inflamação e núcleos 
posicionados na periferia das células. Nos animais distróficos notou-se diferença no arranjo 
das fibras em virtude da presença de infiltrado inflamatório e fibras em diferentes fases de 
regeneração muscular, o que proporciona heterogeneidade em seus diâmetros (Fig. 12A). 
O músculo quadríceps dos animais distróficos submetidos ao tratamento com laser e/ou 
tratamento com prednisona apresentou disposição similar aos dos mdx não tratados (Fig. 
12A). 
A medida do diâmetro Ferret demonstrou homogeneidade no tamanho das 
fibras normais, fibras com núcleo periférico, no músculo quadríceps de todos os grupos 
experimentais, uma vez que não houve diferença significativa no diâmetro das fibras dos 
animais controles e distróficos (Ctrl: 97±6,6 µm; mdx Ctrl: 106±3 µm; mdx Pred: 100±4,7 
µm; mdx LA: 101±7,4 µm) (Fig 12B). Todavia, a mesma análise realizada em fibras com 
núcleo central demonstrou que os animais tratados com prednisona (mdx Pred) e tratados 
com laser (mdx LA), exibiram diâmetro significativamente menor comparados às fibras 
musculares do quadríceps de animais distróficos sem tratamento (mdx Ctrl). As fibras 
musculares dos animais do grupo mdx LA demostraram-se, ainda, significativamente 
menores do que as do grupo mdx Pred (mdx Ctrl: 100±2,4 µm; mdx Pred: 91±3,9 µm; mdx 
LA: 77±2,6 µm) (Fig 12B). 
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Figura 12: Morfologia do músculo quadríceps de camundongos C57BL/10 (Ctrl), mdx sem tratamento 
(mdx Ctrl), mdx tratados com prednisona (mdx Pred) e mdx tratados com laser (mdx LA). A: Visualização 
do arranjo das fibras musculares, bem como identificação de fibras com núcleos periféricos (seta) e 
núcleos centrais (cabeça de seta). B: Mensuração do diâmetro Ferret nas fibras musculares, com núcleo 
central e periférico, de todos os grupos experimentais. b P<0,05 em relação ao mdx Crtl e c P<0,05 em 
relação ao mdx Pred. 
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Na quantificação a respeito da regeneração muscular observou-se que os 
animais mdx controle e tratados, apresentavam maior área de fibras em regeneração e 
fibras regeneradas comparados aos animais C57BL/10, achado que já era esperado em 
virtude da DMD. A área de fibras em regeneração nos animais distróficos não apresentou 
diferença entre os grupos Ctrl, Pred e LA, em contrapartida a análise da área de fibras 
regeneradas demonstrou-se reduzida nos animais que receberam tratamento com laser 
(Tabela 2).  
  
Tabela 2. Análise morfológica da regeneração das fibras musculares do quadríceps de animais   
controles e distróficos. 
 Área de fibras em regeneração (%) Área de fibras regeneradas (%) 
Ctrl 0,009 ± 0,002 0,33 ± 0,02 
mdx Ctrl 3,2 ± 1,2 a 44,7 ± 5,15 a 
mdx Pred 2,5 ± 0,9 a 39,2 ± 9,3 a 
mdx LA 4,0 ± 0,8 a 28,2 ± 8,61 a b 
Quantificação das áreas de fibras em regeneração e fibras regeneradas no músculo quadríceps de 
camundongos C57BL/10 (Ctrl), mdx sem tratamento (mdx Ctrl), mdx tratados com prednisona 
(mdx Pred) e mdx tratados com laser (mdx LA). a P<0,05 em relação ao Crtl e b P<0,05 em relação 
ao mdx Crtl. 
 
 
Em continuidade às análises morfológicas do tecido muscular, a quantificação da 
área de fibras em degeneração, através da marcação de IgG, revelou ausência de fibras 
neste estado nos animais controles, enquanto que nos animais distróficos as fibras em 
processo de degeneração se fizeram presentes (Fig. 13A), exibindo diferença estatística em 
relação aos animais controle, e representando 0,05% da área do músculo quadríceps dos 
animais mdx Ctrl. A respeito dos animais que receberam tratamento, ambos, a Prednisona e 
o laser parecem ter influenciado na presença de fibras em degeneração, uma vez que, estes 
grupos apresentam área com redução de 73% em comparação aos animais distróficos 
controle (mdx Ctrl: 0,05±0,01 µm2; mdx Pred: 0,013±0,001 µm2; mdx LA: 0,012±0,006 
µm2) (Figura 13B). 
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Figura 13: Técnica de imunofluorescência com marcação de fibras em degeneração no músculo 
quadríceps de animais C57BL/10 (Ctrl), mdx sem tratamento (mdx Ctrl), mdx tratados com prednisona 
(mdx Pred) e mdx tratados com laser (mdx LA). Análise qualitativa (A) e análise quantitativa (B) da área 
das fibras em degeneração. a P<0,05 em relação ao Crtl;  b P<0,05 em relação ao mdx Crtl. 
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4.2.2 Análise de proteínas miogênicas do músculo quadríceps de animais controles e 
distróficos 
Em virtude dos constantes ciclos de degeneração/regeneração pelos quais 
passam os músculos dos animais com ausência de distrofina, faz-se interessante verificar a 
resposta de proteínas miogênicas aos tratamentos utilizados. A análise por meio de western 
blotting, demonstrou que no músculo quadríceps de animais mdx Ctrl e mdx Pred os níveis 
de MyoD estavam significativamente reduzidos (22%) em relação ao grupo Ctrl. Contudo, 
os animais distróficos tratados com laser (mdx LA) apresentaram níveis de MyoD 
próximos ao grupo Ctrl, não sendo encontrada diferença significativa entre eles (Fig 14A). 
Os níveis relativos de TGF-β demonstraram que seu conteúdo no músculo 
quadríceps de animais Ctrl encontrou-se reduzido em relação aos animais mdx, o que 
confirma o fato desses animais apresentarem músculos normais, sem qualquer 
comprometimento que justifique o aumento dessa proteína miogênica. Todavia, nos grupos 
compostos por animais distróficos os níveis de TGF-β apresentaram-se elevados no mdx 
Ctrl (58%), no mdx Pred e mdx LA (92%) em comparação com o Ctrl (Fig. 14B). 
 
 
Figura 14: Análise do conteúdo de MyoD (A) e TGF-β (B) no músculo quadríceps de camundongos 
C57BL/10 (Ctrl), mdx sem tratamento (mdx Ctrl), mdx tratados com prednisona (mdx Pred) e mdx tratados 
com laser (mdx LA). a P<0,05 em relação ao Crtl. 
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4.2.3 Resposta do fator de crescimento endotelial vascular no músculo quadríceps 
de animais controles e distróficos 
Com o intuito de investigar a resposta vascular aos tratamentos utilizados na 
pesquisa, investigou-se os níveis de VEGF nos grupos experimentais. O western blotting 
demonstrou que no quadríceps de animais C57BL/10 (Ctrl) e mdx sem tratamento (mdx 
Ctrl) os níveis de VEGF estavam próximos, não havendo diferença estatística entre eles. 
Contudo, nos animais que receberam tratamento os níveis de VEGF apresentaram-se 
elevados em relação aos grupos controles, demonstrando 45% de aumento no mdx Pred e 
30% aumento no mdx LA em relação aos grupos Ctrl e mdx Ctrl (Fig. 15). 
 
 
Figura 15: Análise do conteúdo de VEGF no músculo quadríceps de camundongos 
C57BL/10 (Ctrl), mdx sem tratamento (mdx Ctrl), mdx tratados com prednisona 
(mdx Pred) e mdx tratados com laser (mdx LA). a P<0,05 em relação ao Crtl; b 
P<0,05 em relação ao mdx Crtl. 
 
 
 
 
 
 
 
57 
 
4.2.4 Avaliação do estresse oxidativo no músculo quadríceps de animais controles e 
distróficos 
O estresse oxidativo foi estudado através de diferentes técnicas. A reação 
Dihydroetidio (DHE) foi realizada em cortes transversais do músculo quadríceps através 
da qual pode-se visualizar a baixa intensidade de fluorescência nos músculos dos animais 
Ctrl em relação aos animais mdx Ctrl (Fig. 16A), de forma que os animais distróficos 
demonstram aumento significante de 1000% comparados aos animais normais (Fig. 16B). 
Os tratamentos utilizados nos animais distróficos, tanto a Prednisona quanto o laser, 
influenciaram na redução da fluorescência de DHE, uma vez que os grupos mdx Pred e 
mdx LA reduziram 48% em relação ao grupo mdx Ctrl (Ctrl: 0,1±0,05 µm2; mdx Crtl: 
1,12±0,2 µm2; mdx Pred: 0,54±0,15 µm2; mdx LA: 0,51±0,2 µm2). 
O marcador 4-HNE foi estudado através de Western Blotting, o qual 
demonstrou níveis aumentados no músculo quadríceps de animais distróficos, tanto 
controles como tratados (aumento de 25% no mdx Ctrl, mdx Pred e mdx LA), quando 
comparados aos níveis de 4-HNE no quadríceps de animais normais (Fig. 16C). 
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Figura 16: Avaliação do estresse oxidativo no músculo quadríceps de animais C57BL/10 (Ctrl), mdx sem 
tratamento (mdx Ctrl), mdx tratados com prednisona (mdx Pred) e mdx tratados com laser (mdx LA). A: 
Visualização qualitativa da intensidade de DHE. B: Análise quantitativa da área de fluorescência de DHE sob 
um intervalo de comprimento de onda (ʎ=70-255 nm) e dados expressados como porcentagem da área total 
do corte muscular. C: Análise dos níveis de 4-HNE por meio de western blotting. a P<0,05 em relação ao 
Crtl;  b P<0,05 em relação ao mdx Crtl.  
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Dando continuidade à análise do estresse oxidativo, verificou-se os níveis de 
Glutationa reduzida (GHS), os quais estavam semelhantes nos grupos controles de animais 
normais (Ctrl) e distróficos (mdx Ctrl). Entretanto, no grupo que recebeu irradiação com o 
laser (mdx LA) o nível de GSH apresentou redução de 21% em relação ao mdx Ctrl (Fig 
17A).  
Afim de contemplar o sistema antioxidante foram investigadas as demais 
enzimas que fazem parte deste sistema, através de western blotting (Fig. 17). Os níveis de 
relativos de Catalase apresentaram-se semelhantes no quadríceps de animais controles e 
distróficos (Ctrl e mdx Ctrl), enquanto que nos animais tratados observou-se aumento de, 
aproximadamente, 50% nos animais que receberam tratamento com prednisona e laser em 
comparação aos animais dos grupos Ctrl e mdx Ctrl (Fig. 17B). A análise da SOD 1 
demonstrou que os níveis relativos desta enzima estavam parecidos em todos os grupos 
experimentais, não havendo diferença estatística entre eles (Fig. 17C). Todavia, a análise 
da SOD 2 revelou que os grupos experimentais compostos por animais distróficos (mdx 
Ctrl, mdx Pred e mdx LA) possuíam níveis relativos de SOD 2 reduzidos, em 
aproximadamente 20%, em relação aos animais C57 do grupo Ctrl (Fig. 17C). E ainda, os 
animais tratados com prednisona demonstraram aumento significativo de 10% em 
comparação ao grupo mdx Ctrl (Fig. 17D). 
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Figura 17: Análise do sistema antioxidante no músculo quadríceps de animais C57BL/10 (Ctrl), mdx sem 
tratamento (mdx Ctrl), mdx tratados com prednisona (mdx Pred) e mdx tratados com laser (mdx LA). 
Determinação do conteúdo de Glutationa reduzida (GSH) (A); Análises dos níveis relativos de Catalase (B), 
SOD 1 (C) e SOD 2 (D) por western blotting. a P<0,05 em relação ao Crtl;  b P<0,05 em relação ao mdx Crtl.  
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Para complementar a investigação da atividade antioxidante, foram analisadas 
também a atividade enzimática da SOD-1, GPx e GR, detalhadas na tabela 3. No músculo 
quadríceps a SOD se encontra semelhante em todos os grupos experimentais, não havendo 
diferença em sua atividade nos animais normais e distróficos. A resposta das enzimas GPx 
e GR foram semelhantes, de forma que nos animais mdx Crtl a atividade destas enzimas se 
apresentam aumentadas em comparação ao grupo Ctrl (aumento de 185% na GPx e 162% 
na GR). Contudo houve redução na atividade dessas enzimas nos grupos de animais 
distróficos que receberam tratamento, de forma que a GPx reduziu 55% no mdx Pred e 
61% no mdx LA em relação ao mdx Ctrl. Já a atividade da GR, em comparação aos 
animais do grupo mdx diminuiu 51% no mdx Pred e 59% no mdx LA (Tabela 3) 
 
 
Tabela 3. Atividade enzimática de SOD, GPx e GR em camundongos controles e distróficos. 
 SOD-1 
(SOD/mg proteína) 
GPx 
(nmol/min/mg de proteína) 
GR 
(nmol/min/mg de proteína) 
Ctrl 10,44 ± 2,14 1,75 ± 0,63 3,08 ± 1,01 
mdx Ctrl 12,90 ± 1,81 4,99 ± 1,53a 8,06 ± 0,36a 
mdx Pred 12,30 ± 0,74 2,21 ± 0,64b 3,94 ± 0,79b 
mdx LA 11,13 ± 1,36 1,90 ± 0,82b 3,29 ± 0,8b 
Análise da SOD, GPx e GR em extrato do músculo quadríceps de C57BL/10 (Ctrl), mdx sem 
tratamento (mdx Ctrl), mdx tratados com prednisona (mdx Pred) e mdx tratados com laser (mdx LA).   
a P<0,05 em relação ao Crtl; b P<0,05 em relação ao mdx Crtl. 
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4.2.5 Análise da resposta inflamatória no músculo quadríceps de animais controles e 
distróficos  
Para análise da resposta inflamatória utilizou-se parâmetros morfológicos e 
moleculares. Como descrito previamente na figura 5, a partir da coloração com HE foi 
quantificada a área de inflamação no músculo quadríceps dos animais de todos os grupos 
experimentais (Fig. 18A), sendo observado que os animais controle (Ctrl) não possuíam 
infiltrado inflamatório no tecido. Em contrapartida, os animais distróficos (mdx Ctrl, mdx 
Pred e mdx LA) apresentaram áreas de inflamação difusas ao longo do músculo, sendo 
estatisticamente significativas em comparação ao grupo Ctrl (Fig. 18B).  Ambos os 
tratamentos estudados apresentaram efeito benéfico, reduzindo a inflamação em 74% nos 
animais tratados com Prednisona (mdx Pred) e 58% nos animais irradiados com laser (mdx 
LA) quando comparados com o grupo mdx Ctrl (Ctrl: 0,1±0,01 µm2; mdx Crtl: 6,8±2,2 
µm2; mdx Pred: 1,8±0,7 µm2; mdx LA: 6,9±0,2 µm2) (Fig. 18B). 
A marcação de macrófagos, através da técnica imunofluorescência (Fig. 18C) 
apresentou resultados similares a análise anterior, visto que no grupo de animais mdx, tanto 
controle como tratados, foi observada significativa área com presença de macrófagos no 
músculo quadríceps em relação aos animais do grupo Ctrl. Além disso, houve significativa 
redução na área de macrófagos nos grupos tratados em comparação com o grupo mdx sem 
tratamento, reduzindo 57% no mdx Pred e 62% no mdx LA (Ctrl: 0,5±0,02 µm2; mdx Crtl: 
6,8±2,8 µm2; mdx Pred: 2,77±0,8 µm2; mdx LA: 2,45±1,0 µm2) (Fig 18D). 
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Figura 18: Análise morfológica da inflamação do músculo quadríceps de animais C57BL/10 (Ctrl), mdx sem tratamento (mdx Ctrl), mdx tratados com prednisona (mdx Pred) 
e mdx tratados com laser (mdx LA). A: Identificação de infiltrado de células inflamatórias por HE (♦). B: Quantificação das áreas de inflamação no músculo. C: Técnica de 
imunofluorescência com marcação de macrófagos (seta). D: Quantificação das áreas com presença de macrófago. a P<0,05 em relação ao Crtl; b P<0,05 em relação ao mdx 
Crtl.  
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Com relação à quantificação do conteúdo de TNF-α e NF-kB, verificamos que 
os níveis relativos de TNF-α encontrados nos quadríceps dos músculos dos animais 
distróficos (mdx Ctrl, mdx Pred e mdx LA) estava cerca de 5 vezes maior do que nos 
animais do grupo Ctrl. Os animais tratados com laser apresentaram redução de 62% do 
nível de TNF-α em comparação aos animais mdx Ctrl (Fig. 19A). No que diz respeito aos 
níveis relativos de NF-kB, estes apresentaram-se semelhantes em todos os grupos 
experimentais, não sendo observada diferença entre animais normais e distróficos (Fig. 
19B). 
 
 
 
Figura 19: Análise do conteúdo marcadores inflamatórios no músculo quadríceps de animais C57BL/10 
(Ctrl), mdx sem tratamento (mdx Ctrl), mdx tratados com prednisona (mdx Pred) e mdx tratados com laser 
(mdx LA) por meio de western blotting. A: Quantificação dos níveis de TNF-α. B: Quantificação dos níveis 
de NF-kB. a P<0,05 em relação ao Crtl; b P<0,05 em relação ao mdx Crtl. 
 
 
 
65 
 
5 DISCUSSÃO  
 
O laser de baixa intensidade é um recurso terapêutico com o uso bem consolidado 
na prática clínica em virtude dos efeitos bioestimuladores desencadeados pela sua absorção 
nos tecidos (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, et al., 2012). Uma vez que seu uso abrange 
a regeneração muscular surge o interesse de estudar os efeitos da laserterapia em células 
musculares distróficas, na tentativa de investigar uma alternativa terapêutica que possa ser 
associada para minimizar os efeitos degenerativos causados pela ausência de distrofina no 
citoesqueleto muscular (AIMBIRE et al., 2006; ALBERTINI et al., 2007). Dessa maneira, o 
laser surge como um recurso a ser associado ao tratamento da doença. 
 
5.1 Mecanismos moleculares envolvidos na viabilidade, proliferação celular e 
regeneração muscular induzida por LTBI 
A compreensão da ação da LTBI em termos de viabilidade, proliferação celular e 
fatores de regulação miogênica (MFRs) pode fornecer uma visão importante sobre a 
capacidade dessa terapia em promover a regeneração de músculos distróficos. 
Os parâmetros eleitos para a laserterapia não demonstraram efeitos citotóxicos nas 
culturas de células musculares distróficas, como demonstrado pela incorporação do vermelho 
neutro. Dados da literatura demonstram que a irradiação com doses mais baixas entre 0,5 a 5 
J/cm2 é capaz de promover a proliferação celular sem desencadear efeitos citotóxicos nas 
células, diferentemente do que é observado com doses mais altas, como 16 J/cm2 
(ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012).  
Em nossas condições experimentais observamos a ação da LTBI em promover a 
proliferação de células musculares distróficas (observada através do MTT), acompanhada do 
aumento no diâmetro médio dos miotubos em comparação com as células musculares 
distróficas não tratadas. Efeitos benéficos do laser na proliferação de células não distróficas, 
fazendo uso do laser com o mesmo comprimento de onda (830 nm) e 5 J/cm² também foram 
encontrados por outros pesquisadores (YAZDANI, 2012; OLIVEIRA, 2008; PEPLOW; 
CHUNG; BAXTER, 2010). Em testes de diferentes comprimentos de onda (685 nm, 670 nm 
e 830 nm), a viabilidade celular demonstrou maior nível de efetividade biológica, ou seja, 
elevação na taxa de proliferação celular desencadeada pela ação do λ=830 nm (GaAlAs), o 
mesmo utilizado nesta pesquisa (PEPLOW; CHUNG; BAXTER, 2010). 
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A proliferação celular é um importante efeito fisiológico da LTBI na prática 
clínica. Aumento da proliferação celular após LTBI tem sido demonstrado em muitos tipos 
celulares in vitro, incluindo fibroblastos de sistemas diferentes (LINS et al., 2010), 
queratinócitos (PEPLOW, P. V.; CHATTERJEE, 2013), células endoteliais (FARIVAR; 
MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014), células satélites quiescentes (SHEFER, 2002) entre 
outros. Entretanto, o mecanismo de proliferação celular induzida por LTBI é ainda pouco 
conhecido. Vários mecanismos têm sido propostos, entre eles a ativação de canais de cálcio 
resultando em aumento de cálcio intracelular e proliferação celular (PEPLOW; CHUNG; 
BAXTER, 2010). Relacionado a este mecanismo, observamos aumento significativo de cálcio 
intracelular nas células musculares distróficas após LTBI, o que poderia explicar o aumento 
na proliferação celular distrófica. 
Outro mecanismo sugerido está relacionado ao efeito do laser sobre a 
mitocôndria. A mitocôndria constitui o centro de diversas funções celulares integrando sinais 
entre as organelas e o núcleo. A LTBI pode levar a ativação de componentes da cadeia 
respiratória mitocondrial e a iniciação de uma cascata sinalizadora, promovendo proliferação 
celular e citoproteção (GROSSMAN et al., 1998; KARU, 1999; WONG-RILEY et al. 2001). 
A sinalização mitocondrial retrógrada é o início da cascata de sinalização que, dentre outros 
efeitos, promove a proliferação e diferenciação celular, uma vez que estimula a síntese de 
DNA e RNA (GAO; XING, 2009). 
Com a ativação da sinalização mitocondrial retrógrada, surgem os efeitos 
secundários na célula e dentre eles está o estímulo na expressão e secreção de fatores de 
crescimentos como, por exemplo, o IGF-1, VEGF e TGF-β. A maior expressão desses fatores 
de crescimento, em consequência à absorção do laser de baixa intensidade, induz efeitos 
biológicos correspondentes como proliferação celular, à diferenciação e a formação óssea 
(GAO; XING, 2009). 
Um dos fatores que tornam o processo de regeneração muscular bem-sucedido é a 
formação de novos vasos sanguíneos, garantida pela regulação do VEGF, responsável por 
exercer este e outros inúmeros efeitos no endotélio vascular (OLSSON et al 2006). Sabe-se 
que o nível de VEGF em pacientes distróficos é reduzido em relação a indivíduos controle 
(ABDEL-SALAM; ABDEL-MEGUID; KORRAA, 2009), e ainda, a expressão de VEGF 
estimulada pela laserterapia é bastante estabelecida na literatura, não apenas em tecido 
muscular (ASSIS et al., 2013), mas estendendo-se a cicatrização de feridas (CURY et al., 
2013), reparo ósseo (TIM et al., 2016) e outros, estando de acordo com o resultado obtido 
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nesta pesquisa, uma vez que, observou-se o aumento no conteúdo de VEGF no músculo de 
animais distróficos que receberam irradiação. Feng, Zhang e Da Xing (2012) conseguiram 
elucidar que esse mecanismo acontece pela via ERK/Sp1, de modo que a ERK ativada pelo 
laser transloca até o núcleo, onde aumenta a interação com Sp1, desencadeando fosforilação 
progressiva que resulta na expressão de VEGF. 
Outro fator de crescimento que demonstrou afinidade à ação do laser foi o TGF-
β1, no qual uma de suas isoformas, é conhecida por participar da formação de fibras 
colágenas, sendo comumente utilizado para investigar a formação de fibrose (RATHBONE et 
al., 2011). Todavia, o TGF-β1também é ativado durante a inflamação e possui uma variedade 
de efeitos, atuando desde a síntese de citocinas anti-inflamatórias até a regulação de migração 
e proliferação celular, sendo assim este fator de crescimento é um importante mediador 
responsável pelo equilíbrio imunológico da célula (MOUSTAKAS; HELDIN, 2009; PIRES et 
al., 2011). 
Em culturas celulares, por ser um ambiente em que as células estão em fase de 
desenvolvimento é notória a participação do TGF-β, como observado por Hu e colaboradores 
(2007), que verificaram o aumento de TGF-β em linhagem de células A2058 de melanoma 
humano após 24 h da aplicação do laser HeNe. Observou também que a estimulação do laser 
foi dose-dependente, uma vez que, o aumento do TGF-β foi proporcional e gradual ao 
aumento da dose variando de 0,5-2 J/cm². 
Nesta pesquisa os níveis de TGF-β foram investigados no estudo in vivo, os quais 
se apresentaram elevados nos animais distróficos em relação ao quadríceps de animais 
controles, no entanto, os níveis deste fator de crescimento mantiveram-se semelhantes entre 
os grupos de animais mdx controle e tratado. Mesquita-Ferrari et al (2011) ao avaliarem 
diferentes fases da regeneração muscular em decorrência de criolesão, perceberam que os 
animais tratados com laser (dose idêntica a desta pesquisa) em 7 dias após a lesão haviam 
reduzido a expressão de TGF-β em comparação aos níveis verificados pós 1 dia da lesão, fato 
que demonstra a ação do TGF-β na fase proliferativa. Além disso, seguidos 14 dias da lesão a 
expressão de TGF-β se manteve semelhante à aquela observada nos 7 dias. Esses resultados 
são interessantes de serem comparados ao desta pesquisa, visto que, nossas amostras foram 
analisadas após 14 dias do início do tratamento, correspondendo ao final do ciclo de 
degeneração/regeneração da DMD. Deste modo, a regeneração muscular estaria mais próxima 
da fase de diferenciação e fusão dos mioblastos, não podendo ser observado o pico de TGF-β 
comum da fase aguda, achado similar ao de Freitas et al. (2015). 
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Em adição aos fatores de crescimento, a análise dos MRFs também se faz 
necessária no estudo da regeneração muscular, uma vez que estão envolvidos com a 
proliferação, diferenciação de células satélites e posterior maturação de mioblastos em 
miotubos originando uma nova fibra muscular (BEN-DOV et al., 1999). 
A MyoD é um MRF característica da fase de proliferação das células satélites 
recém ativadas (SHEFER et al., 2002). No estudo in vitro, as células mdx irradiadas com laser 
demonstraram diferenciação precoce em comparação com as células de mdx controle, visto 
pelo declínio nos níveis de MyoD.  Além disso, a redução dos níveis de MyoD foi 
acompanhado por um aumento significativo no nível de MyHC após 48h da LTBI, o que 
sugere que o tratamento com laser acelerou o processo de diferenciação nas culturas de 
células musculares distróficas. Semelhante aos nossos resultados, Yablonka-Reuveni e 
Anderson (2006) relataram que as células satélite de camundongos mdx exibiram acelerada 
diferenciação em culturas primárias, demonstrada pela redução na expressão de MyoD e por 
um aumento proporcional na expressão miogênica.  
Os achados a respeito da MyoD podem ser expandidos para o estudo in vivo, visto 
que não houve diferença nos níveis de MyoD entre os animais distróficos controles e tratados, 
fato que condiz com os resultados de Freitas et al. (2015) pois ao analisar o músculo tibial 
após 7 dias da criolesão e cinco sessões de tratamento com LTBI, notou que a expressão de 
MyoD e Miogenina já se aproximavam da normalidade. Conforme a literatura (TIDBALL; 
VILLALTA, 2010), a MyoD é rapidamente expressa 12 horas após a lesão, atingindo seu pico 
no 3º dia da injúria, o que justificar os dados do presente trabalho, visto que as análises foram 
feitas tardiamente ao pico de expressão da MyoD.  
Posto que a ausência de distrofina desencadeia uma série de eventos que afetam a 
homeostase celular, houve o interesse de verificar, além dos MRFs, um marcador relacionado 
com a atrofia muscular, pois esse é um processo complexo que ocorre em decorrência de 
vários eventos de estresse na célula. A Atrogin 1/MAFbx uma ubiquitina-ligase associada ao 
ínicio do processo de atrofia muscular, logo, seu aumento precede a perda da massa muscular 
(SHIOTA et al., 2015).  
Em estudos com modelo experimental de atrofia muscular, como o de Nakano e 
colaboradores (2009), foi observado que a laserterapia foi capaz de estimular as células 
satélites e manter o diâmetro das miofibrilas de ratos. O mesmo foi observado em nosso 
estudo in vitro tendo em vista que a irradiação com laser, afetou positivamente as culturas de 
células distróficas demonstrando redução significativa nos níveis de Atrogin 1/MAFbx. 
69 
 
Achados recentes de Assis e colaboradores (2015), também demonstraram a ação preventiva 
do laser à atrofia muscular.  
Já nos experimentos in vivo observou-se uma redução no diâmetro das fibras com 
núcleo central, muito embora este dado não possa ser diretamente relacionado a atrofia 
muscular. Esses resultados foram similares aos obtidos com os mdx tratados com Prednisona. 
Assim como observado por Baltgalvis et al. (2009), que após administração de prednisolona 
em animais mdx notaram aumento da força muscular dos animais, em contrapartida a área de 
secção transversa das fibras regeneradas era menor do que nos animais sem tratamento.  Os 
autores propõem que esse achado pode ser atribuído ao efeito anti-inflamatório do 
glicocoricóide, pois a infiltração de mediadores inflamatórios também desencadeia a retenção 
de água pela matriz extracelular e fibras musculares, uma vez que no estudo o peso da massa 
muscular, livre de água, foi semelhante entre os grupos.  
Além disso, segundo Ermolova e colaboradores (2014) as fibras musculares 
regeneradas distróficas são mais estáveis do que fibras maduras (que ainda não sofreram 
degeneração) distróficas. Com base nesta informação, podemos sugerir que os tratamentos 
tanto com laser quanto com o glicocorticoide tentaram manter por mais tempo esta 
característica da fibra muscular regenerada. Suportando nossa ideia, alguns estudos levantam 
a hipótese que os músculos extraoculares e laríngeos são protegidos na DMD, mesmo sendo 
deficientes em distrofina, por apresentarem reduzido diâmetro (KARPATI et al., 1988). Em 
adição, segundo Karpati et al., 1988, fibras musculares distróficas de grande diâmetro teriam 
maior suscetibilidade a lesões. 
Ainda no estudo in vivo foi possível verificar redução na área de fibras 
regeneradas, ou seja, fibras maduras contendo o núcleo centralizado, além da redução da área 
de fibras em degeneração nos animais que receberam a irradiação, o que sugere o efeito 
protetor do laser em atenuar a mionecrose. De acordo com demais estudos em animais 
distróficos, a redução da presença de fibras com núcleo central pode ser indicativo de retardo 
no ciclo de degeneração/regeneração (PINTO et al., 2013; ERMOLOVA et al., 2014). 
 
5.2 Efeitos da LTBI na concentração de cálcio intracelular e EROs 
A desregulação na concentração de cálcio é um importante fator que envolve a 
patogênese da DMD (CULLIGAN et al., 2002). O elevado nível de Ca2+ na DMD e em 
cultura primária de células mdx tem sido observado por alguns autores (CULLIGAN et al., 
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2002; WILLIAMS et al., 1990), apesar de nem todos os estudos relatarem esse aumento 
(GAILLY, P. et al., 1993; HEAD, 1993; PRESSMAR et al. 1994). Em nossos resultados a 
[Ca2+] não é significativamente alterada nas células musculares distróficas, entretanto nas 
células que receberam a irradiação com laser houve o aumento na [Ca2+] após 24 h do 
tratamento. 
Assim como estabelecido na literatura (BREITBART et al., 1996; LUBART et 
al., 1992), um dos primeiros eventos celulares causados pela irradiação é o aumento do Ca2+ 
intracelular, contudo, este é caracterizado como um sinal transitório, com amplitude de 
aumento e duração específicos apenas para intermediar outros eventos na cascata de 
sinalização celular, como estímulo de fatores de crescimento e síntese de DNA e RNA que 
influenciam positivamente na proliferação celular (COPENHAGEN, 2007; GAO; XING, 
2009; KRIZAJ). Fato que também foi observado em nossos resultados, pois apesar do 
aumento na [Ca2+] nas primeiras 24h, houve decréscimo da concentração após 48 h do 
tratamento com laser.  
Apesar do desequilíbrio nas concentrações de Ca intracelular, a literatura reporta 
que este não é o único responsável pela cascata de eventos que favorecem a degeneração 
celular, estando o estresse oxidativo bastante associado a esta condição na distrofinopatia 
TIDBALL; WEHLING-HENRICKS, 2007). Além disso, tais fatores estabelecem um ciclo de 
feedback positivo no ambiente celular, de modo que a entrada de Ca2+ pode estimular a 
produção de EROS por mecanismos celulares como a mitocôndria e NOS. Bem como o 
acumulo de EROS pode estimular o influxo de Ca2+ pelo aumento na permeabilidade do 
sarcolema devido a peroxidação lipídica (SHKRYL et al., 2009). Logo, confirmando o 
aumento transitório e não prejudicial da [Ca2+] nas células distróficas tratadas com LTBI, 
nossos experimentos constataram redução nos níveis de estresse oxidativo e de fatores 
inflamatórios. 
Evidências reportam a forte relação entre o acúmulo nos níveis de EROs e os 
danos musculares causados pela ausência da distrofina, indicando que pela deficiência estas 
células são mais susceptíveis a lesões induzidas pelos raciais livres em comparação com 
células normais (DISATNIK, et al. 1998; RANDO et al., 1998). Como estabelecido na 
literatura, altas concentrações de EROs podem ter efeito citotóxico sendo letal para a célula, 
todavia, se presente em concentrações reduzidas as EROS atuam no crescimento celular, 
induzem a diferenciação de neurônios, participam da expressão gênica, estimulam o sinal de 
transdução para ativação do fator de transcrição celular, entre outros (LUBART et al., 2005).  
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Com a intenção de realizar uma avaliação abrangente do estresse oxidativo, foram 
realizadas diversas análises no estudo in vitro estendendo-as ao estudo in vivo, envolvendo 
técnicas a respeito da liberação de H2O2 pelas células, marcador de peroxidação lipídica (4-
HNE), detecção de ânions superóxidos (fluorescência de DHE) e sistema antioxidante (GSH, 
GR, GPx, SOD e Catalase).  
Em linhas gerais, todos os parâmetros utilizados para avalizar o estresse oxidativo 
apresentaram-se reduzidos após receberem a irradiação com laser AsAlGa, sendo observado 
resultados harmônicos entre as culturas primárias de células musculares distróficas em relação 
aos animais distróficos tratados. Uma vez que a resposta celular exibe semelhança em 
ambientes celulares distintos (in vitro e in vivo), este fato nos leva buscar explicações a 
respeito do mecanismo de ação da laserterapia, bem como os parâmetros utilizados, que 
possam justificar essa resposta. 
Com relação especificamente aos resultados obtidos com o 4-HNE algumas 
hipóteses para identificação das proteínas identificadas podem ser levantadas:  
(1) Estudos anteriores revelam que proteínas de 150-170 kDa são alvos do 4-HNE 
no retículo sarcoplasmático da membrana, o que sugere que alterações nas propriedades 
funcionais dessas proteínas podem desencadear alteração na homeostase do cálcio pelo 
rompimento na membrana celular (HORTIGÓN-VINAGRE, 2011). Dentre essas proteínas, 
pode se destacar proteínas tipo calsequestrina, que possuem peso molecular entre 150-170 
kDa, e estão envolvidas no sequestro de cálcio deficiente no retículo sarcoplasmático dos 
animais mdx, contribuindo para a patogênese da DMD (CULLIGAN et al., 2002).  
(2) Patel et al. 2007 verificaram forte ligação de 4-HNE adutos em proteínas 
mitocondriais identificadas com peso molecular de aproximadamente 55 kDa, no presente 
estudo esta marcação, com maior destaque na cultura celular, pode estar relacionada com o 
aumento da atividade mitocondrial das células.  
(3) A marcação em 43 kDa possivelmente corresponde a proteína actina. Em 
células mamárias, a actina é um dos primeiros alvos das espécies reativas de oxigênio, além 
de serem descritas como sensíveis à formação de adutos (DALLE-DONE et al., 2005). 
(4) Em relação ao 4-HNE proteínas adutos de 22 kDa, uma sugestão é que essa 
proteína seja a HpsB8. A HpsB8 é uma proteína de choque térmico, a qual faz parte de um 
grupo de proteínas altamente conservado e expresso na maioria das células em condições 
normais (WALTER; BUCHNER, 2002). Logo, o aumento da síntese dessas proteínas pode 
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estar relacionado a condições de estresse, como altas temperaturas, metais pesados e 
alterações fisiológicas (VERSCHUURE et al., 2003).  
(5) Por fim, 4-HNE proteínas adutos de 17 kDa pode ser identificado como a 
forma solúvel d TNF-α (KHERIF et al., 1999), o qual é altamente expresso no camundongo 
mdx. 
Cabe ressalta, que as proteínas citadas são apenas sugestões e serão necessários 
testes específicos para a confirmação das hipóteses. 
Alguns resultados encontrados diferem de estudos anteriores (LUBART et al., 
2005), como é o caso dos componentes do sistema antioxidante, SOD, GSH, GR e GPx os 
quais são comumente descritos em aumento na DMD por consequência do mecanismo 
compensatório para combater os níveis elevados de EROS (FAIST et al., 1998). Em 
contrapartida, após a irradiação do laser, a SOD 1 demonstrou-se reduzida nesta pesquisa, do 
mesmo modo, observado por Silva e colaboradores (2015) que previamente a realização de 
protocolo de exercícios de força (fadiga) em animais mdx, aplicaram laserterapia no músculo 
gastrocnêmio. Passadas 24 h do protocolo, a atividade da SOD demonstrou-se reduzida nos 
animais distróficos tratados, bem como outros marcadores relacionados ao estresse oxidativo. 
Demais estudos fazendo uso de fototerapia também observaram a redução do 
estresse oxidativo associada à diminuição da SOD (SILVEIRA et al., 2013; BIASIBETTI et 
al., 2014; TAKHFOOLADI et al., 2015). Com isso, associando os achados da literatura com a 
redução de H2O2, ânions superóxidos e níveis de 4-HNE, acredita-se na possível capacidade 
antioxidante da LTBI. Abdel e colaboradores (2007), também constataram que a laserterapia 
influenciou a diminuição de marcadores de estresse oxidativo, tais como carbonilação de 
proteínas e malondialdeído (MDA) em pacientes com DMD, o que é consistente com nossos 
resultados. 
O controle do estresse oxidativo pode ser associado a um dos efeitos secundários 
do laser, visto que com a absorção da luz pela célula há o aumento da atividade da cadeia 
respiratória mitocondrial, desencadeando maior produção de ATP, ou seja, maior 
disponibilidade de energia para impulsionar o metabolismo da célula e ser usada em qualquer 
evento biológico (KARU, 2010). Levando em conta esse ATP pode ser utilizado nos 
processos anti-inflamatório e regenerativo, sugere-se que o laser consegue acelerar esses 
processos, ao passo que restringe a formação de EROS, bem como atenua a ação do sistema 
antioxidante (SILVEIRA et al., 2013). 
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A resposta biológica à absorção do laser intimamente relacionada às propriedades 
da luz emitida, como comprimento de onda, densidade de energia, densidade de potência e 
modo de aplicação, todos parâmetros previamente ajustados de acordo com o tipo de lesão e 
de tecido a ser irradiado (HUANG et al., 2009). 
Lubart et al. (2000) compararam o efeito de diferentes comprimentos de onda, 
espectro de luz visível a invisível (360 nm a 830 nm), na tentativa de investigar tipos de 
cromóforos responsáveis pela absorção da luz e ainda a geração de EROs como um dos 
efeitos secundários à absorção do laser pela célula. Nos resultados obtidos, o menor 
comprimento de onda 360 nm foi o que apresentou melhor resposta para a produção de EROs, 
sendo a porfirina o fotorreceptor com maior absorção para esse espectro de luz. Enquanto os 
espectros no de luz em intervalos maiores pareceram não influenciar na produção de espécies 
reativas de oxigênio. 
Outros autores também relacionaram o estímulo de EROs a utilização de 
comprimentos de onda menores (até 405 nm) (KUSHIBIKI et al., 2013), estando estes na 
faixa de luz visível ao olho humano perceptível nas cores violeta e azul. Assim como em 
nossos resultados, pesquisadores utilizando laser com espectro visível em vermelho e 
invisível (a partir de 700 nm), obtiveram níveis de EROs reduzidos, apesar de efeitos 
benéficos (como, redução de inflamação, estímulo da regeneração muscular) nos tecidos 
estudados (SILVEIRA et al., 2011).  
O comprimento de onda está aliado à capacidade de penetração da luz, logo, para 
tecidos mais profundos, como músculo e osso, é otimizada a utilização de comprimentos de 
onda maiores (HUANG et al., 2009). Acredita-se que estes ʎ sejam absorvidos pelo 
fotorreceptor citocromo c oxidase, diferentemente dos ʎ mais baixos (FRIEDMANN, et al., 
1991; KARU, 1989), por isso sugere-se um mecanismo de ação distinto, sem relação direta 
com o aumento da regulação do sistema antioxidante, fato que pode justificar os resultados 
encontrados. 
 
5.3 Ação anti-inflamatória da LTBI 
A ativação de vias inflamatórias no músculo distrófico pode ter relação direta com 
os níveis elevados de EROs (RIZZI et al., 2006), em paralelo, a LTBI que é um recurso 
amplamente utilizado na clínica para modular o processo inflamatório, parece atuar 
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diretamente nessas vias (LIU; ZHOU; LIU, 2009; MESQUITA-FERRARI, 2011; RIZZI et 
al., 2006). 
O fator de transcrição nuclear NF-kB é um importante regulador da expressão de 
genes essenciais para o processo inflamatório, como o TNF-α e IL-1β. Sua ativação, 
normalmente via fosforilação de IkB, pode ser mediada pelo aumento do estresse oxidativo e 
citocinas pró-inflamatórias, condições rotineiras do músculo distrófico (KUMAR; BORIEK, 
2003). Através de análise molecular, observamos que o laser apresentou efeito anti-
inflamatório, reduzindo os níveis de NF-kB nas células musculares distróficas, resultado que 
está associado também à redução nos níveis de TNF-α, já que a ativação dessa citocina é uma 
relação diretamente proporcional. A influência do laser na redução da expressão de TNF-α 
durante a regeneração muscular também foi observada por De Almeida e colaboradores 
(2013). 
O NF-kB, além de citocinas pró-inflamatórias, está associado ao processo de 
atrofia muscular e ainda com o bloqueio do processo de diferenciação miogênica, por reduzir 
a transcrição de MyoD (LI; MALHOTRA; KUMAR, 2008). Os níveis de NF-kB, apesar de 
significativamente reduzidos apenas no estudo in vitro, parecem não ter influenciado de forma 
negativa as células musculares tratadas, sugerido pelos benefícios na proliferação e 
diferenciação celular além da ausência de atrofia muscular encontrados nesta pesquisa.  
Outros estudos também mostram os efeitos protetores do laser contra lesão 
muscular por análises morfológicas em modelos de lesões experimentais (FALCAI et al., 
2010; WEISS; ORON, 1992), como também no período de desenvolvimento pós-natal de 
camundongos distróficos (ORON; ORON; SADEH, 2014). Leal-Junior e colaboradores 
(2014), em estudo in vivo constataram que a LTBI diminuiu os níveis de vários marcadores 
inflamatórios, tais como TNF-α, IL-6 e COX-2 no músculo de animais distróficos. Além 
disso, este trabalho demonstra que a redução da resposta inflamatória foi acompanhada pela 
diminuição nos danos musculares em decorrência da distrofia, novamente de acordo com 
nossos resultados, pois os níveis de citocinas concordam com os dados obtidos na análise 
morfológica do músculo, os quais demonstram redução na área de inflamação e área com 
presença de macrófagos. 
A resposta inflamatória à injuria na célula é caracterizada pela infiltração de 
células de defesa, iniciando com a migração de neutrófilos e seguida da proliferação de 
macrófagos (HUARD; LI; FU, 2002). A população de macrófagos pode se manter elevada até 
14 dias após a lesão, entretanto nessa população caracterizam-se dois tipos distintos de 
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macrófagos. Basicamente, os macrófragos M1 possuem o pico em 2 dias após a lesão, 
participando ativamente da fagocitose de detritos celulares, com o passar dos dias estes 
macrófagos são substituídos pelos M2, os quais podem permanecer altos até 14 dias da lesão e 
atenuam a inflamação pela desativação dos macrófagos M1 e ainda atuam no reparo, 
crescimento e fibrose celular (TIDBALL, 2011; VILLATA et al., 2009). 
Nesta pesquisa utilizamos um marcador de macrófago, F4/80, comum para os dois 
tipos celulares, sendo assim, nos resultados obtidos não é possível diferenciar macrófagos M1 
e M2. Por outro lado, levando-se em conta que a população de macrófago mantida elevada 
por um período maior que os 14 dias, indicado pela literatura, pode caracterizar inflamação 
crônica e ainda estar relacionada à formação de fibrose (TIDBALL, 2011; VILLATA et al., 
2009), sugerimos que a redução da área de macrófagos visualizada no músculo quadríceps, 
analisado posteriormente aos 14 dias, caracteriza a ação do laser para controlar a fase 
inflamatória no músculo de animais distróficos. Estudos em cultura de macrófagos também 
demonstram a ação da laserterapia para ativação destas células (LIMA et al., 2010; SOUSA et 
al., 2009; SOUZA et al., 2014). 
Embora os mecanismos de ação do laser não sejam totalmente esclarecidos, uma 
das hipóteses mais estudada é que os efeitos sejam resultado do efeito estimulante na via de 
sinalização retrógrada da mitocôndria, como já mencionado anteriormente. 
Com o intuito de investigar uma alternativa terapêutica que possa contribuir para 
minimizar os efeitos degenerativos causados nos músculos na distrofia muscular de 
Duchenne, em decorrência da ausência de distrofina, o presente trabalho propôs-se a analisar 
o efeito da irradiação com laser de baixa intensidade no músculo distrófico. O uso de 
glicocorticoides para atenuar os danos ocasionados pela DMD é bem estabelecido, apesar do 
uso contínuo deste fármaco acarretar em diversos efeitos colaterais (AIMBIRE et al., 2006; 
ALBERTINI et al., 2007). A laserterapia é um recurso bastante utilizado para lesões 
musculoesqueléticas na prática clínica da fisioterapia, de baixo custo, fácil manuseio, indolor 
ao paciente e amplamente estudada no meio científico. Em paralelo, o paciente com DMD 
costuma ter um acompanhamento regularmente semanal na fisioterapia, de onde surge o 
interesse inicial em unir este recurso terapêutico à DMD. 
Embora nossos resultados tenham demonstrado o potencial efeito do laser para 
redução da inflamação e estímulo da regeneração muscular no músculo distrófico, é preciso 
ter cautela para transpor estes resultados para prática clínica. Este é um estudo preliminar, 
onde preconizou-se analisar a resposta desde a cultura de células e em seguida no modelo 
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animal, portanto os resultados obtidos devem servir de parâmetros para novos estudos mais 
direcionados para a clínica, como por exemplo a investigação associada ao uso do fármaco, 
efeitos do uso prolongado, o início da utilização variando desde a fase mais precoce, até a fase 
tardia da doença e, consequentemente a influência da formação do tecido fibroso comum na 
DMD. 
 É preciso levar em consideração que os efeitos do laser são restritos, uma vez que 
a aplicação é feita por áreas, o que delimita sua utilização em grupos musculares à escolha, 
caracterizando o efeito local do laser, diferentemente do fármaco, atuante de forma sistêmica. 
Partindo do princípio que atualmente ainda não há terapias capazes de suprir a ausência da 
distrofina, sendo os glicocorticoides o tratamento de referência com ação paliativa no combate 
a inflamação. O intuito desta pesquisa foi buscar uma terapia viável, de fácil acesso nas 
clínicas de fisioterapia, afim de que, futuramente, possa ser associada ao tratamento já 
estabelecido para controle do processo inflamatório e consequências desencadeadas por ele, 
como por exemplo a irradiação do músculo tríceps sural para retardar a deposição de fibrose 
local na tentativa de prolongar a função a muscular para o paciente.  
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6 CONCLUSÃO 
 
Considerando as análises moleculares e morfológicas realizadas em cultura de 
células musculares distróficas e em animais mdx, bem como os parâmetros utilizados, 
podemos concluir que o laser de baixa intensidade possui efeito benéfico sobre os músculos 
distróficos, conferindo suporte para serem realizados novos estudos mais direcionados para a 
prática clínica, uma vez que foi observado: 
 
 Benefício na viabilidade (VM), proliferação (MTT) e desenvolvimento da cultura 
celular; 
 Efeito regenerativo demonstrado pelo estímulo de fatores de regulação miogênica 
como MyoD e miosina, além de fatores de crescimento como TGF-β e VEGF; 
 Controle da concentração de Cálcio intracelular e redução do estresse oxidativo pela 
ação do sistema antioxidante; 
 Ação anti-inflamatória pela redução de citocinas como TNFα e NK-kB. 
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